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En este trabajo hemos respetado las abreviaturas en inglés de muchos términos 
para facilitar su lectura junto con otros textos científicos. 
 
ADAM: A Distegrin And a Metalloprotease 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ANK: repeticiones tipo anquirina (Ankyrin repeats) 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero 
bHLH: basic Helix Loop Helix 
BrdU: bromodesoxiuridina 
CD8 ISP: CD8 simple positiva inmadura (Immature Single Positive) 
CMJ: unión cortico-medular (Cortico-Medullary Junction) 
CRD: Cystein Rich Domain 
CSCs: célula madre cancerosa (Cancer Stem Cells) 
CSL: CBF1/RBPjκ, Su(H), LAG-1 
Dkk: Dickkopf 
DN: doble negativa (CD4-CD8-) 
DOS: Delta ans OSM-11-like proteins 
DP: doble positiva (CD4+CD8+) 
DSL: Delta-Serrate-Lag2 
EGF: factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor) 
ETP: progenitor T más temprano (Early Thymic Progenitor) 
FBS: suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum) 
Fz: Frizzled 
FTOC: cultivo organotípico de timo fetal (Fetal Thymic Organ Culture) 
GSI: inhibidor de γ-secretasa (γ-Secretase Inhibitor) 
HD: dominio de heterodimerización (Heterodimerization Domin) 
HSC: célula madre hematopoyética (Hematopoietic Stem Cell) 
ICN1: región intracelular de Notch1 (Intracellular Notch1) 
IL-7: interleuquina 7 
IL-7R: receptor de interleuquina 7 
JME: Juxtamembrane Expansion Mutants 
Jnk: Jun N-terminal Kinase 
KDa: kilodalton 
ko: knock out 
Lef1: Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 
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LIC: célula iniciadora de la leucemia (Leukemia Initiating Cell) 
LNR: repeticiones tipo Lin12-Notch (Lin Repeats) 
Lrp: receptores de lipoproteínas de baja densidad (Lipoprotein Receptor-related Protein) 
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex) 
MO: médula ósea 
NRR: región reguladora negativa (Negative Regulatory Region) 
NLS: secuencias de localización nuclear (Nuclear Localization Sequence) 
NTR: Netrin-Related Motifs 
PCP: Planar Cell Polarity 
PFA: paraformaldehído 
PKC: proteína quinasa C (Protein Kinase C) 
PLC: fosfolipasa C (Phospholipase C) 
pTα: cadena α del pre-TCR 
RAG: gen activador de la recombinación (Recombinase-activating gene) 
RAM: módulo de asociación a RBPjκ (RBPjκ Association Module) 
Rock: Rho associated Coiled-coil-containing protein Kinase 
Rhoa: Ras Homologue gene-family member A 
SCZ: región sub-capsular (Sub-Capsular Zone) 
Sfrp: Secreted Frizzled-Related Protein 
SP: simple positiva (Simple Positive) 
SPF: libre de patógenos específicos (Specific Pathogen Free) 
T-ALL: leucemia linfoblástica aguda T (T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia) 
TACE: TNF-alpha Converting Enzyme 
TAD: dominio de transactivación (Transactivation Domain) 
Tcf: T-Cell Factor 
TCR: receptor de antígeno de células T (T Cell Receptor) 
TEC: célula epitelial del timo (Thymic Epithelial Cell) 
TSP: progenitor que coloniza el timo (Thymus-Seeding Progenitor) 
Wif: factor inhibidor de Wnt (Wnt Inhibitory Factor) 
wt: wild-type 
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! Notch1 signaling plays a key role in T-cell lineage commitment and differentiation 
within the thymus; but deregulation of Notch1 activation gives rise to oncogenic 
transformation of developing thymocytes leading to T-cell acute lymphoblastic leukemia 
(T-ALL). Recent studies have shown that Notch1 signaling is negatively modulated in 
mouse retinal neurogenesis by secreted frizzled-related protein 1 (Sfrp1), a regulator of 
Wnt signalling that binds to ADAM10 metalloprotease and down-regulates its activity. 
Given that ADAM10 is required for Notch activation in developing thymocytes, the 
general aim of this study was to establish whether Sfrp1 regulates Notch1-dependent T-
cell development and T-ALL pathogenesis. Loss-of-function approaches using Sfrp1-/- 
mutant mice revealed that Sfrp1 regulates thymocyte numbers and differentiation 
dynamics at two sequential maturation stages placed upstream or immediately after the 
β-selection check-point. Early in ontogeny (E15.5), Sfrp1-/- thymuses have increased 
numbers of thymocyte progenitors, which overexpress IL-7R, a known Notch1 target, but 
show increased apoptosis and accelerated differentiation. One day later, lack of Sfrp1 
markedly compromises rescue from apoptosis and expansion of thymocytes that 
undergo β-selection, leading to impaired transition of DN progenitors to the DP stage. 
Notably, the developmental defect of Sfrp1-/- embryos is overcome in adult mutant mice, 
which however present a significant loss of the most immature intrathymic progenitors, 
likely reflecting their accelerated differentiation.  
  
 Gain-of-function approaches were then employed to assess whether SFRP1 can 
play a role in NOTCH1-mediated T-ALL pathogenesis. We found that over-expression of 
SFRP1 in NOTCH1-dependent human T-ALL cell lines and primary T-ALLs results in 
decreased NOTCH1 activation and cell proliferation in vitro, and also impairs T-ALL 
engraftment and progression in vivo. Supporting a key role of SFRP1 in T-ALL 
pathogenesis, "next generation sequencing" of coding SFRP1 exons in primary human 
T-ALLs, allowed the identification of a SFRP1 mutation, and epigenetic analyses 
revealed fifteen SFRP1 hypermethylated regions, suggesting a tightly epigenetic 
regulation of SFRP1 expression in human T-ALL 
  
 Collectively, our study provides evidence that tight regulation of Notch signaling 
by Sfrp1 plays a key role in T-cell development and T-ALL pathogenesis, and point 
toward Sfrp1 as a novel therapeutic target for the treatment of Notch-dependent T-ALL. 
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 La señalización a través de Notch1 juega un papel fundamental en la 
determinación de linaje T y la diferenciación intratímica, pero su desregulación provoca 
la transformación oncogénica de los timocitos en desarrollo dando lugar a la leucemia T 
linfoblástica aguda (T-ALL). Estudios recientes han demostrado que la señalización a 
través de Nocth1 es modulada negativamente durante el proceso de neurogénesis de 
retina de ratón por Sfrp1, un regulador de la vía de Wnt capaz de unirse a la 
metaloproteasa ADAM10 e inhibir su actividad. Teniendo en cuenta que la activación de 
Notch1 depende de ADAM10 en los timocitos en desarrollo, el objetivo general de este 
estudio fue establecer si Sfrp1 era capaz de regular tanto la diferenciación de las células 
T como la patogénesis de la T-ALL dependientes de Notch1. Aproximaciones 
experimentales de pérdida de función utilizando ratones mutantes Sfrp1-/- revelaron que 
Sfrp1 regula los números de timocitos y la dinámica de diferenciación durante dos 
estadios madurativos consecutivos, antes e inmediatamente después de la selección-β. 
En etapas tempranas de la ontogenia (E15,5), los timos Sfrp1-/- presentan un incremento 
en los números de timocitos, que sobre-expresan el IL-7R, una conocida diana de 
Notch1, pero además presentan un incremento en la apoptosis y una diferenciación 
acelerada. Un día después, la pérdida de Sfrp1 impide el resacate de la apoptosis y la 
expansion de los timocitos que han superado la selección-β, provocando un bloqueo en 
la transición de los progenitors DN al estadio DP. Sin embargo, el defecto en el 
desarrollo de los embriones Sfrp1-/- es superado en los ratones adultos, que aún así 
presentan una pérdida significativa de los progenitors intratímicos más inmaduros, 
reflejando su diferenciación acelerada. 
 
 Aproximaciones de ganancia de función fueron empleadas para estudiar el papel 
de SFRP1 en la patogénesis de la T-ALL mediada por NOTCH1. Nuestros resultados 
mostraron que la sobre-expresión de SFRP1 en líneas celulares humanas T-ALL 
dependientes de NOTCH1 y en T-ALLs primarias resulta en una disminución en la 
activación de NOTCH1 y en la proliferación celular in vitro, además de impedir la 
progresión tumoral in vivo. Apoyando el papel de SFRP1 durante la patogénesis de la T-
ALL, "next generation sequencing" de los exones codificantes de SFRP1, nos permitió 
identificar una mutación en SFRP1, y análisis epigenéticos revelaron quince regiones 
hipermetiladas en SFRP1, sugiriendo que existe una regulación epigenética de la 
expresión de SFRP1 en la T-ALL humana. 
 
RESUMEN !
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 En resumen, nuestro estudio aporta evidencias de que la estrecha regulación de 
la señalización de Notch por Sfrp1 juega un papel esencial durante el desarrollo de los 
linfocitos T y en la patogénesis de la T-ALL, posicionando a Sfrp1 como una 
prometedora diana terapéutica para el tratamiento de la T-ALL dependiente de Notch. 
  
 
 !
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1. El proceso de diferenciación de los linfocitos T. 
 
 El sistema inmunitario se origina a partir de las células madre hematopoyéticas o 
HSCs (del inglés, Hematopoietic Stem Cells). Las HSCs dan lugar a poblaciones de 
progenitores intermediarios que cada vez tienen una capacidad más limitada de 
diferenciación debido a la activación de programas transcripcionales específicos, dando 
lugar finalmente a todos los linajes de células hematopoyéticas presentes en los 
individuos. Mientras que la mayoría de los linajes hematopoyéticos (mieloides, eritroides 
y linfocitos B) maduran en la médula ósea (MO), la diferenciación de los linfocitos T tiene 
lugar en un órgano especializado, el timo. El timo recibe un flujo continuo de 
progenitores que viajan a través de la circulación sanguínea procedentes de la MO, que 
irán dando lugar a los distintos estadios madurativos del desarrollo T, hasta la 
generación de células T maduras y funcionales, que una vez completada su maduración 
volverán a la circulación sanguínea (Bhandoola et al., 2007; Ciofani y Zúñiga-Pflücker, 
2007; Weerkamp et al., 2006a). Una vez en la periferia, las células T intervienen en la 
inmunidad celular, eliminando células infectadas y cancerosas, activando otras células 
inmunes y generando las células T memoria. Para que el proceso de generación de las 
células T tenga lugar, es necesario que el timo proporcione el nicho capaz de soportar la 
diferenciación de estos progenitores. Este nicho está constituido principalmente por 
células epiteliales o TECs (del inglés, Thymic Epithelial Cells), que expresan proteínas 
tanto de membrana como solubles, esenciales para la diferenciación de los progenitores 
que llegan al timo. Entre estas proteínas se encuentran los receptores de la familia 
Notch (Pui et al., 1999; Radtke et al., 1999), el receptor de interleuquina 7 (IL-7R) 
(Shortman et al., 1990) y factores de la vía de Wnt (Weerkamp et al., 2006b). 
 
1.1. Estadios madurativos de la diferenciación de las células T 
 
 La maduración de las células T ocurre en el timo a través una serie controlada de 
estadios madurativos, que comienza con la llegada de los precursores desde la MO.  
Debido al poco tiempo que esta población permanece en la circulación sanguínea y a su 
baja frecuencia, su identidad ha sido difícil de definir (Bhandoola et al., 2007; Foss et al., 
2001; Wright et al., 2001). El progenitor más temprano que llega al timo o TSP (del 
inglés, Thymus-Seeding Progenitor) tiene el fenotipo Lin- c-kit+ Flt3+ CCR9+ IL-7R-/lo 
CD24-/lo (Allman et al., 2003; Porritt et al., 2004; Sambandam et al., 2005; Tan et al., 
2005); que una vez en el timo, tras recibir la señal de Notch1, da lugar al progenitor 
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inmaduro temprano o ETP (del inglés, Early Thymic Progenitor) (Tan et al., 2005) 
(Figura 1). La generación secuencial de las poblaciones del timo a partir de los TSP se 
ha caracterizado por la expresión de las moléculas CD4 y CD8, que correlaciona con su 
nivel de madurez. Los timocitos más inmaduros carecen de la expresión de ambas 
moléculas, por lo que se les denomina células doble negativas (DN). En ratón, la 
población de células DN se subdivide en cuatro poblaciones según la expresión de los 
marcadores de superficie CD44 y CD25: CD44+CD25- (DN1), CD44+CD25+ (DN2), 
CD44-CD25+ (DN3) y CD44-CD25- (DN4) (Godfrey et al., 1993) (Figura 2). La población 
DN1 es una población heterogénea que puede dar lugar a distintos tipos celulares: 
células T αβ, células T γδ, células NK, células dendríticas, macrófagos y células B 
(revisado en Ciofani and Zúñiga-Pflücker, 2007) (Figura 1).  
 
 
 
La caracterización de las células DN1 permitió diferenciar cinco subpoblaciones en 
base a la expresión de los marcadores ckit y CD24 (DN1a-e), revelando que las 
subpoblaciones DN1a y DN1b son las más eficientes en la generación de células T, 
debido a que los progenitores ETPs se encuentran dentro de estas subpoblaciones DN1 
positivas para ckit (Porritt et al., 2004). A continuación, en la población de células DN2, 
que aún posee la capacidad de generar células NK, macrófagos y células dendríticas 
(Bell and Bhandoola, 2008) (Figura 1), los genes Rag1 y Rag2 (del inglés, 
Recombinase-activating gene) median los reordenamientos de los genes Tcrβ, Tcrγ, y 
Tcrδ, que codifican para las cadenas β, γ y δ del receptor de antígeno de las células T o 
TCR (del inglés, T Cell Receptor) (Burtrum et al., 1996), respectivamente. El 
compromiso completo hacia el linaje T ocurre después de la transición de DN2 a DN3. 
En DN3, las células con reordenamientos correctos en TCRγ y TCRδ se diferencian a 
células γδ (Passoni et al., 1997) (Figura 1). Por otro lado, los timocitos que han 
Figura 1. Modelo de diferenciación de las células T en ratón. 
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reordenado correctamente la cadena β del TCR sufren el proceso de selección-β 
(Hoffman et al., 1996), mediado por el complejo preTCR, en el cual la cadena β del TCR 
se asocia a una cadena invariante pre-TCRα (pTα). La selección-β induce la expansión 
de los timocitos DN3 en los que podemos encontrar dos subpoblaciones: una población 
previa a la selección-β con niveles bajos del receptor CD27, denominada DN3a; y una 
segunda población, DN3b, que ya ha sufrido la selección-β y posee niveles altos del 
receptor CD27 (Taghon et al., 2006). Tras esta selección, sólo los timocitos con un 
TCRβ funcional comenzarán los reordenamientos del gen Tcrα, para continuar el 
proceso madurativo hacia el linaje αβ (von Boehmer et al., 1998). El proceso de 
selección-β provoca la disminución de los niveles de CD25 y del pre-TCR, dando lugar a 
la aparición de la población DN4. Esta población expresará la molécula CD8 para 
generar la población CD8 ISP (del inglés, Immature Single Positive), siendo un estadio 
transitorio que acabará dando lugar a las células dobles positivas (DP), al expresar 
también la molécula CD4 (MacDonald et al., 1998). 
 
 Las células DP que finalmente expresan un TCRαβ maduro en la membrana, 
sufren los procesos de selección positiva y negativa. Durante la selección positiva se 
asegura la generación de células T con receptores TCRαβ distribuidos de forma clonal, 
capaces de reconocer cualquier péptido antigénico presentado por moléculas del 
Complejo Principal de Histocompatibilidad o MHC (del inglés, Major Histocompatibility 
Complex). A continuación, durante el proceso de selección negativa, se produce la 
eliminación de timocitos auto-reactivos que reconocen antígenos propios (Amsen and 
Kruisbeek, 1998). Una vez finalizadas ambas selecciones, los timocitos completan su 
diferenciación hacia células T maduras simples positivas o SP (del inglés, Simple 
Positive) CD4+ TCRαβ o CD8+ TCRαβ, además de adquirir moléculas que permiten su 
salida a la periferia. 
 
1.2. El microambiente tímico 
 
 El timo aporta un ambiente óptimo para la diferenciación de las células de linaje 
T, de forma que la interacción del estroma tímico con los progenitores genera señales 
que promueven la diferenciación, proliferación y migración de los timocitos (Figura 2). El 
timo está dividido en dos regiones histológicamente definidas, la médula y la corteza, 
separadas por la unión cortico-medular o CMJ (del inglés, Cortico-Medullary Junction). 
Además, en la parte más distal de la corteza se encuentra la región sub-capsular o SCZ 
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(del inglés, Sub-Capsular Zone) (Figura 2). Los diferentes subtipos de TECs de la 
médula y de la corteza aportan los factores para crear microambientes concretos, 
permitiendo que los timocitos en distintos estadios madurativos ocupen distintas 
regiones del timo. Los progenitores TSP acceden al timo a través de los vasos 
sanguíneos situados en la CMJ, migrando durante los estadios DN1 y DN2 a través de 
la corteza hasta la SCZ, región en la que se produce la selección-β en el estadio DN3. 
Posteriormente, los timocitos DN4, CD8ISP y DP migran a través de la corteza y, tras la 
selección positiva, los timocitos SP se adentran en la médula, donde ocurre la selección 
negativa (Ciofani and Zúñiga-Pflücker, 2007). Por tanto, las TECs corticales 
proporcionan el nicho necesario para la especificación de linaje y la diferenciación de los 
progenitores, además de tener un papel fundamental durante la selección-β y la 
selección positiva. Sin embargo, las TECs medulares son esenciales para una correcta 
selección negativa durante los últimos estadios del desarrollo T (revisado en Ciofani and 
Zúñiga-Pflücker, 2007) (Figura 2). Entre las moléculas responsables de la generación 
de estos microambientes fundamentales para  la diferenciación de los linfocitos T son 
esenciales las moléculas de las vías de Notch y de Wnt.  
 
 
 
 
Figura 2. Esquema de la diferenciación intratímica de los linfocitos T de ratón. 
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2. La vía de señalización de Notch 
 
 La vía de señalización de Notch es una vía altamente conservada durante la 
evolución, jugando un papel muy importante en la regulación de procesos celulares 
como la proliferación, apoptosis y especificación de linaje en diversos sistemas, entre 
los que se encuentra el hematopoyético. Durante la hematopoyesis, la señalización por 
Notch es esencial para el desarrollo de los linfocitos T, induciendo un programa 
específico de maduración en los progenitores que llegan al timo procedentes de la MO.  
 
2.1. Estructura de los receptores Notch y sus ligandos  
 
 Los receptores Notch son una familia de proteínas transmembrana altamente 
conservada (Artavanis-Tsakonas, 1999) (Figura 3), constituida por cuatro miembros 
(Notch1-4) en mamíferos. Los receptores Notch son sintetizados como proteínas 
precursoras de 300 KDa que son glicosiladas en el retículo endoplasmático. Durante el 
tránsito a la membrana, a través de la red trans Golgi, las proteínas precursoras sufren 
un corte proteolítico en el sitio de corte S1 (Figura 3), mediado por una proteasa tipo 
furina. Los fragmentos resultantes se unen de forma no covalente formando un receptor 
maduro heterodimérico, que es transportado a la membrana plasmática (Blaumueller et 
al., 1997). El dominio extracelular está formado por 29-36 repeticiones de tipo factor de 
crecimiento epidérmico o EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor), algunas de las 
cuales median las interacciones con los ligandos de Notch. A continuación, se encuentra 
una región reguladora negativa o NRR (del inglés, Negative Regulatory Region), 
compuesta por 3 repeticiones tipo Lin12-Notch o LNR (del inglés, Lin Repeats) y un 
dominio de heterodimerización o HD (del inglés, Heterodimerization Domain); 
responsable de mantener el receptor de manera inactiva en ausencia de ligando. La 
región intracelular de Notch, denominada ICN1 (del inglés, Intracellular Notch1), 
contiene repeticiones tipo RAM (del inglés, RBPjκ Association Module), requeridas para 
la interacción con el factor de transcripción RBPjκ  o CSL (CBF1/ RBPjκ en mamíferos, 
Su(H) en Drosophila y LAG-1 en C. elegans); dos secuencias de localización nuclear o 
NLS (del inglés, Nuclear Localization Sequence); varias repeticiones tipo anquirina 
(ANK), asociadas con los coactivadores de la familia Mastermind (MAML1-3), 
necesarios para la activación de Notch; y un dominio de transactivación o TAD (del 
inglés, Transactivation Domain), donde se encuentra la secuencia PEST (revisado en 
Kopan and Ilagan, 2009). La secuencia PEST se encarga de regular la estabilidad de la 
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proteína, llevada a cabo por la ubiquitín ligasa Fbw7, responsable de la degradación de 
Notch dependiente del proteasoma, y por lo tanto de finalizar la señalización (Oberg et 
al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 En mamíferos, los receptores Notch son capaces de reconocer cinco ligandos 
expresados en la superficie de las células vecinas, tres de la familia Delta (DL1, DL3 y 
DL4) y dos de la familia Serrate (Jag1 y Jag2) (revisado en D'Souza et al., 2008) (Figura 
3B). Estos receptores se caracterizan por ser proteínas transmembrana con un motivo 
DSL en el extremo N-terminal (del inglés, Delta-Serrate-Lag2), un dominio formado por 
repeticiones EGF llamado DOS (del inglés, Delta and OSM-11-like proteins) y un 
dominio de repeticiones tipo EGF (revisado en Kopan and Ilagan, 2009). Los ligandos de 
las familias Serrate y Delta se diferencian por la presencia o ausencia de un dominio rico 
en cisteínas y del dominio DOS, respectivamente. Las glicosil-transferasas de la familia 
Fringe pueden modular la afinidad de los receptores Notch por sus ligandos (Brückner et 
al., 2000). De hecho, tanto los ligandos como los receptores de Notch presentan 
distintas funciones in vivo. En concreto, se ha demostrado que DL4 es el mediador de la 
señal fisiológica de Notch1 necesaria para la especificación de linaje T (Besseyrias et 
Figura 3. Estructura de los receptores Notch y sus ligandos.  
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al., 2007). Sin embargo, la interacción entre Notch2 y Dll1 es esencial para el desarrollo 
de las células B (Hozumi et al., 2004). Por este motivo, no es extraño que exista una 
expresión diferencial de los distintos ligandos de Notch en las distintas localizaciones 
intratímicas, siendo muy importante para el mantenimiento de los distintos 
microambientes presentes en el timo. Datos de nuestro laboratorio, junto con otros 
grupos, han ayudado a establecer la distribución de los ligandos de Notch en el timo, de 
forma que DL4 se expresan en la corteza del timo de ratón (Hozumi et al., 2008; Koch et 
al., 2008; Schmitt et al., 2004 García-León et al., en preparación), área donde tiene lugar 
la diferenciación de los timocitos DN. Sin embargo, la expresión de DL1 parece 
confinada a los vasos sanguíneos (Hozumi et al., 2008).  Por otro lado, el ligando Jag1 
se expresa en la médula y la expresión de Jag2 es mayoritaria en la corteza (García-
León et al., en preparación). Finalmente, nuestro grupo ha demostrado que la expresión 
de los ligandos de Notch se regula durante la ontogenia, lo que implica una función 
diferencial de la vía de Notch a lo largo del desarrollo y de la vida post-natal del individuo 
(García-León et al., en preparación). 
 
2.2. La vía de señalización de Notch  
 
 La interacción de Notch con su ligando provoca un cambio conformacional en el 
receptor exponiendo el sitio de corte S2 (Figura 3) a las metaloproteasas de la familia 
Adam (del inglés, A Distegrin And a Metalloprotease), específicamente Adam10 
(Kuzbanian) (van Tetering et al., 2009) y Adam17 o TACE (del inglés, TNF-alpha 
Converting Enzyme) (Brou et al., 2000). Este corte mediado por las Adams cerca de la 
región transmembrana, da lugar a una forma del receptor anclada a la membrana que 
carece de dominio extracelular. Este receptor es susceptible de un nuevo corte 
proteolítico en el sitio S3 (Figura 3), mediado por un complejo con actividad γ-secretasa, 
formado por las enzimas presenilina, nicastrina, APH-1, y PEN-2. Como resultado, se 
libera al citoplasma la porción intracelular de Notch1 (ICN1), traslocándose al núcleo y 
uniéndose al factor de transcripción CSL/RBPjκ. ICN1 unido a CSL desplaza 
correpresores como Nrarp, SMRT/NcoR y SHARP/MINT/SPEN, permitiendo el 
reclutamiento de coactivadores como p300/CBP y MAML-1-3 para iniciar la transcripción 
de los genes diana (revisado en Kopan and Ilagan, 2009) (Figura 4). Las principales 
dianas de Notch son represores transcripcionales de la familia bHLH (del inglés, basic 
Helix Loop Helix) como Hes y Hey (Jarriault et al., 1995), genes implicados en 
proliferación y supervivencia como c-myc (Weng et al., 2006), ciclina D1 (Ronchini and 
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Capobianco, 2001) y p21/Waf (Rangarajan et al., 2001). Además, Notch1 también 
regula la expresión de genes asociados a la diferenciación de las células T, como CD25 
(Adler et al., 2003) y pTα (Reizis and Leder, 2002). Finalmente, nuestro grupo demostró 
recientemente que Notch1 regula la expresión del IL-7R en el desarrollo intratímico 
humano (González-García et al., 2009) y de ratón (Mosquera et al., en preparación), a 
través del gen que codifica para la subunidad IL-7Rα. Posteriores estudios han 
demostrado la existencia de un super-enhancer de Notch1 en varios de estos genes 
como c-myc y Il7r (Wang et al., 2011) y en la molécula de adhesión CD44 (García-
Peydró et al., en revisión). 
 
 
2.3. Función y regulación de Notch1 en el desarrollo temprano de los linfocitos T 
 
 Las funciones de Notch1 durante el desarrollo intratímico de los linfocitos T 
consisten en la especificación de linaje y la maduración de los linfocitos T (Figura 5). La 
importancia de Notch1 durante la especificación de linaje T se demostró mediante 
múltiples experimentos tanto de pérdida como de ganancia de función. Los primeros 
estudios demostraron que la inactivación inducible de Notch1 o de CSL/RBPjκ daba 
Figura 4. Vía de señalización de Notch. 
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lugar a un bloqueo en la diferenciación T, generando la acumulación ectópica de células 
B en el timo (Radtke et al., 1999; Wilson et al., 2001). Estos resultados fueron 
inicialmente interpretados como una instrucción hacia linaje T, con respecto al linaje B, 
de los progenitores intratímicos más tempranos mediada por la señalización a través de 
Notch1. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que Notch1 era capaz de inhibir 
múltiples linajes hematopoyéticos como el mieloide, células B, células NK y células 
dendríticas, tanto plasmacitoides como convencionales; asegurando de esta manera la 
especificación de linaje T (Bell and Bhandoola, 2008; De Smedt et al., 2002; Feyerabend 
et al., 2009; Garcia-Peydro et al., 2006; Rothenberg, 2007; Wada et al., 2008). El estudio 
de ganancia de función mediante la sobreexpresión de ICN1 en progenitores de MO, 
resultó en un desarrollo ectópico de células T en la MO a expensas de las células de  
linaje B y mieloide, generando una población T aberrante DP TCRαβ (Pui et al., 1999). 
Con estos datos se demostró que la señalización de Notch1 en los progenitores instruye 
la especificación de linaje T, debido a la inducción de manera directa de la expresión de 
genes específicos de linaje como cd25, pTα y Il7r, además de genes no específicos de 
linaje, como Hes1 (De Obaldia et al., 2013).  
  
 
 Notch1 también es importante en momentos posteriores al proceso instructivo de 
especificación de linaje T, requiriéndose en la transición DN1-DN3, así como durante el 
proceso de selección-β. La generación de células T αβ requiere una señalización 
continuada a través de Notch1 en el estadio DN3, momento en el que se expresa el pre-
TCR y se produce la selección-β (Wolfer et al., 2002); lo que sugiriere que la 
Figura 5. Función de Notch1 durante el desarrollo de los linfocitos T. 
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cooperación del pre-TCR y de Notch1 es necesaria para que este proceso pueda darse 
de manera correcta (Ciofani et al., 2006). De hecho, experimentos in vivo consistentes 
en la sobre-expresión de una isoforma dominante negativa del coactivador 
transcripcional de la ruta de Notch MAML-1 (dnMAML-1) en timocitos inmaduros, 
demuestran que el requerimiento de Notch1 es absoluto durante el proceso de 
selección-β y no puede rescatarse por la sobre-expresión de Tcrβ o Tcrαβ (Maillard et 
al., 2006). Asimismo, los timocitos deficientes en Rag2 (que no pueden expresar un pre-
TCR), no pueden progresar hacia el estadio DP aunque reciban señalización a través de 
Notch1 (Allman et al., 2001). Por lo tanto, estos estudios demostraron que el proceso de 
selección-β requiere la señalización simultánea a través de Notch y el pre-TCR. 
 
 Todos estos antecedentes que pusieron de manifiesto el papel crucial de Notch 
en la especificación del linaje T condujeron al estudio detallado de regulación de la 
expresión de Notch1 durante la diferenciación T. La expresión de Notch1 incrementa  de 
forma progresiva desde los progenitores más tempranos hasta antes de la selección-β 
(Ciofani et al., 2006). En el momento a partir del cual los timocitos han superado el 
proceso de selección-β, y por tanto han pasado al estadio DN3b, los niveles de Notch1 
disminuyen drásticamente, manteniéndose bajos durante los siguientes estadios 
madurativos: DN4, DP, SP (González-García et al., 2009; Taghon et al., 2006; Yashiro-
Ohtani et al., 2009). La disminución de los niveles de Notch1 está mediada por el factor 
de transcripción Id3, inducido por el pre-TCR, de forma que Id3 es capaz de inhibir E2A, 
provocando una disminución del mRNA de Notch1. Sin embargo, los mecanismos 
mediante los cuales, tanto la transcripción de Notch1 como sobre todo, la activación de 
los genes diana de Notch1, disminuyen tan rápidamente, son todavía objeto de estudio, 
debido a que aún en los estadios DN4 y CD8ISP existen niveles altos de expresión del 
receptor Notch1 en la membrana celular (Fiorini et al., 2009). Una de las hipótesis para 
explicar este fenómeno apunta a que Ikaros impide la capacidad de transcripción de 
Hes1 en timocitos DN4, disminuyendo de esta forma la expresión de genes diana de 
Notch1 (Kleinmann et al., 2008). Sin embargo, son necesarios estudios adicionales para 
dilucidar estos mecanismos de inhibición de Notch1. 
 
 Finalmente, trabajos de nuestro laboratorio realizados a partir de células 
humanas, han demostrado que Notch1 es esencial para la proliferación de los 
progenitores intratímicos durante el proceso de diferenciación. La relación funcional 
entre Notch1 y la vía del IL-7R se observó inicialmente en estudios funcionales in vitro, 
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debido a que la sobreexpresión de ICN1 en progenitores intratímicos ETP producía una 
gran capacidad proliferativa dependiente de IL-7 (García-Peydró et al., 2006). Trabajos 
posteriores demostraron la asociación molecular de Notch y del IL-7R al encontrar un 
sitio de unión de CSL en el promotor del gen IL7R; por lo tanto, la transcripción del gen 
que codifica para la cadena IL-7Rα del IL-7R está regulada por Notch1 durante el 
proceso de diferenciación T tanto en células humanas (González-García et al., 2009) 
como de ratón (Mosquera et al., en preparación). De acuerdo con estos datos, se ha 
demostrado que Notch1 regula la expresión de la cadena IL-7Rα durante el desarrollo T 
de una manera estadio-específica. A nivel proteico, la cadena IL-7Rα se expresa por 
primera vez en progenitores ETPs en tránsito hacia el estadio DN2 (Porritt et al., 2004), 
disminuyendo de forma gradual hasta desaparecer antes del estadio DP, aunque vuelve 
a expresarse en timocitos SP que han sufrido la selección positiva  (Munitic et al., 2004; 
Yu et al., 2004; 2006). 
 
2.4. Función y regulación de Notch1 en el desarrollo tardío de los linfocitos T 
 
 Las poblaciones intratímicas posteriores a la selección-β, como las células DP, 
poseen niveles muy bajos tanto de Notch1 activo como del receptor en membrana. 
Varios estudios de ganancia de función han demostrado que la señalización constitutiva 
de Notch1 puede afectar a la diferenciación, la supervivencia y la proliferación de la 
población de timocitos DP (Deftos et al., 2000; Fowlkes and Robey, 2002; Izon et al., 
2001). Además, también se ha sugerido que esta disminución de Notch1 es necesaria 
para impedir las propiedades oncogénicas tanto de Notch1 como de sus genes diana 
(Weng et al., 2006).  
 
 Finalmente, el papel de Notch1 en la decisión de linaje CD4 vs. CD8 durante la 
selección positiva ha sido muy discutido. Experimentos de ganancia de función 
sugirieron que la activación de Notch1 inducía un aumento en la generación de células 
CD8SP frente a las células CD4SP (Robey et al., 1996). Sin embargo, estudios 
posteriores inhibiendo de forma condicional Notch1 en el estadio DN3, no dieron lugar a 
ninguna diferencia en la generación de las células CD8SP vs. CD4SP (Wolfer et al., 
2001). Para resolver esta controversia se realizaron experimentos inhibiendo 
mediadores de la vía de Notch. Así, la deleción condicional de CSL (Tanigaki et al., 
2004) o la inducción de dnMAML-1 (Tu et al., 2005), inducía una generación normal de 
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timocitos SP, descartando de esta manera la hipótesis de que Notch1 pudiera tener un 
papel en este proceso.  
 
3. La vía de señalización de Wnt  
 
 Durante el desarrollo embrionario, la señalización mediante las vías de Notch y 
Wnt proporcionan señales de proliferación celular y decisiones de linaje en una gran 
variedad de tejidos. La relación funcional entre ambas vías de señalización es compleja 
y se han descrito activaciones complementarias o mutuamente excluyentes en procesos 
como la hematopoyesis o la neurogénesis (revisado en Hayward et al., 2008). Por otro 
lado, la vía de señalización de Wnt controla la proliferación celular, el mantenimiento de 
las células madre hematopoyéticas y las decisiones de destino celular; así como la 
organización de los movimientos celulares y el establecimiento de la polaridad en los 
tejidos, siendo frecuente su desregulación en distintos tipos de cánceres. 
 
3.1. Vías de señalización de Wnt  
 
 Los factores Wnt son una gran familia de ligandos secretados, ricos en cisteínas, 
compuestos por 19 miembros en humanos y ratón. Estos factores son una familia de 
proteínas solubles con gran importancia durante el desarrollo embrionario y en la 
regulación de la homeostasis tisular (revisado en Logan and Nusse, 2004). Los 
receptores de Wnt son proteínas trans-membrana de la familia Frizzled (Fz), de los que 
se han descrito diez miembros presentes en humanos y en ratón (revisado en Wang et 
al., 2006). Además de las proteínas Fz, se han descrito correceptores de Wnt como los 
receptores de lipoproteínas de baja densidad Lrp5 y Lrp6 (del inglés, Lipoprotein 
Receptor-related Protein). Hay descritas tres vías de señalización por Wnt: la vía 
canónica de Wnt, en la que está involucrada la β-catenina; la vía PCP (del inglés, Planar 
Cell Polarity ) y la vía de Wnt-Ca2+ (Figura 6). 
 
 La vía canónica de Wnt, también llamada vía de Wnt/β-catenina, se encuentra 
conservada en una gran variedad de especies (revisado en Logan and Nusse, 2004). En 
ausencia de unión entre Wnt y su receptor, β-catenina se encuentra marcada para su 
degradación a través del proteasoma por un complejo de destrucción (Aberle et al., 
1997) (Figura 6A). De este modo, en el núcleo, Tcf (del inglés, T-Cell Factor) y Lef1 (del 
inglés, Lymphoid Enhancer Binding Factor 1) se encuentran unidos a un complejo 
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represor de la transcripción que silencia los genes diana de Wnt (Roose et al., 1998). La 
activación de la vía ocurre en la membrana celular, donde las proteínas Wnt se unen al 
receptor Fz y al correceptor Lrp5/6 para activar la cascada de señalización, que implica 
el  desensamblaje del complejo represor, estabilizando de esta forma la β-catenina. La 
estabilización de la β-catenina citoplasmática permite su translocación al núcleo, donde 
se forma el complejo β-catenina-Tcf/Lef1, que activa la transcripción de los genes diana 
de Wnt (MacDonald et al., 2009) (Figura 6B).  
 
 
 Para la señalización a través de las vías no canónicas de Wnt no es necesaria la 
expresión ni de Lrp5/6 ni de β-catenina (Figura 6C). La vía PCP se inicia normalmente 
mediante Wnt5a y Wnt11 a través de Fz,  Dvl y proteínas G, activando  la vía Rhoa (del 
inglés, Ras Homologue gene-family member A) –Rock (del inglés, Rho associated 
Coiled-coil-containing protein Kinase), además de Rac1 y Jnk (del inglés, Jun N-terminal 
Kinase) mediando en la reorganización del citoesqueleto (Endo et al., 2004). Además, la 
vía PCP puede inhibir la vía canónica de Wnt en linfocitos, disminuyendo los niveles de 
β-catenina (Liang et al., 2003; 2007). Otra vía no canónica de Wnt es la vía de Wnt-
Ca2+(Figura 6D). Una vez unido el complejo Wnt-Fz, junto a proteínas G, se produce la 
activación de enzimas sensibles a calcio. A través de la fosfolipasa C (PLC), la PKC (del 
inglés, Protein Kinase C) y la calcineurina, se regula la dinámica del citoesqueleto y la 
Figura 6. Vías de señalización de Wnt.  
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adhesión celular, mediante la regulación de los niveles de calcio intracelulares 
(MacDonald et al., 2009). 
 
3.2. Función de la vía de Wnt en el desarrollo temprano de los linfocitos T 
 
 Los primeros estudios que analizaron la señalización mediada por Wnt en el 
sistema inmunitario fueron aquellos que investigaron la importancia de estos factores en 
el desarrollo de los linfocitos T en el timo (Figura 7). Así, se trató la posibilidad de que la 
vía de Wnt fuera una vía importante durante este proceso, debido a que ambos tipos de 
TECs presentes en el timo expresan varios factores Wnt y receptores Fz (Brunk et al., 
2015), pudiendo contribuir a la generación del microambiente intratímico necesario para 
la diferenciación de los linfocitos T.  
 
 Inicialmente se creía que el efector de la vía de Wnt/β-catenina, Tcf-1, sólo 
regulaba la proliferación y supervivencia celular durante el desarrollo de los linfocitos T, 
sin contribuir al proceso de diferenciación. Sin embargo, dos grupos de manera 
independiente, evaluaron el desarrollo temprano de los linfocitos T en ausencia de Tcf-1, 
demostrando que los ratones deficientes para Tcf-1 presentan un bloqueo completo de 
la diferenciación T a nivel de los progenitores ETP (Germar et al., 2011; Weber et al., 
2012). Por tanto, estos resultados demostraron el papel crítico de Tcf-1 durante la 
especificación de linaje T. Mientras que el grupo de F. Gounari propuso que Tcf-1 podría 
controlar la supervivencia de los progenitores ETP (Germar et al., 2011), el grupo de A. 
Bhandoola indicó que Tcf-1 podría regular la expresión de genes esenciales para la 
determinación de linaje T (Weber et al., 2012). Sin embargo, ambos grupos identificaron 
el mismo sitio de unión de CSL en el promotor del gen Tcf1, indicando que la 
señalización a través de Notch1 regula la expresión de Tcf-1 y demostrando que la 
regulación de la determinación de linaje T por Tcf-1 es independiente de la vía de Wnt.  
 
 Además, la importancia de la β-catenina durante el desarrollo de los linfocitos T 
ha generado mucha controversia. El grupo de F. Radke demostró que en ratones 
trasplantados con HSCs en las que previamente se había producido la deleción de 
manera inducible de β-catenina, no presentaban ningún defecto en la generación de 
células T (Cobas et al., 2004). Sin embargo, este resultado lo atribuyeron al posible 
efecto redundante entre β-catenina y γ-catenina, capaz de minimizar los efectos 
generados por esta deleción. De hecho, se ha demostrado que la señalización a través 
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de Wnt es esencial para la proliferación de las poblaciones DN. Estudios realizados en 
ratones deficientes en Wnt1 y Wnt4 mostraron una reducción del número de timocitos 
totales (Mulroy et al., 2002), indicando que los factores Wnt son necesarios para su 
proliferación. Además, el inhibidor soluble de la vía de Wnt, Dkk1, es capaz de inhibir la 
proliferación de los timocitos de una manera dosis dependiente durante los estadios DN 
(Weerkamp et al., 2006b).  
 
 
 
3.3. Función de la vía de Wnt en el desarrollo tardío de los linfocitos T 
 
 Se ha demostrado que la señalización mediada por Wnt también es muy 
importante durante el proceso de generación de las células DP. En cultivos 
organotípicos de timo fetal o FTOC (del inglés, Fetal Thymic Organ Culture), se 
demostró que el secuestro de proteínas Wnt por receptores Fz solubles inhibía la 
activación de la vía de señalización, provocando un bloqueo en la transición de DN a DP 
a partir de progenitores de hígado fetal de ratón (Staal et al., 2001). Estos datos están 
en concordancia con otros posteriores en los que la expresión de ICAT, que inhibe la 
activación de Wnt impidiendo la unión de β-catenina a Tcf1 y Lef1, bloqueaba esta 
transición sin afectar a los estadios posteriores (Pongracz et al., 2006). De forma 
análoga, los ratones deficientes para Tcf1 y Lef1 presentan un bloqueo completo de la 
diferenciación T en el estadio CD8ISP, impidiendo la progresión hacia el estadio DP 
(Okamura et al., 1998).  
 
 Otro aspecto crítico del desarrollo de los timocitos DP dependiente de la 
señalización a través de Wnt es su supervivencia, debido a que la estabilización de β-
Figura 7. Función de la vía de Wnt durante el desarrollo de los linfocitos T. 
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catenina incrementa la supervivencia de los timocitos DP (Hossain et al., 2008; Xie et 
al., 2005). De hecho, se ha demostrado que la estabilización de la β-catenina induce la 
acumulación de los timocitos DP susceptibles de sufrir una transformación maligna (Gou 
et al., 2007). 
 
 Además, existen evidencias que indican que la vía de Wnt también regula 
aspectos de la selección positiva, y por lo tanto, de la transición de DP a SP; aunque la 
vía canónica de Wnt está menos activa durante estos estadios del desarrollo 
(Weerkamp et al., 2006a). La sobre-expresión de la forma estable de β-catenina afecta 
a la selección positiva, acelerando la generación de los timocitos CD8SP a través de un 
aumento en la señalización del IL-7R (Yu et al., 2007). De esta forma, la generación de 
células CD4SP y CD8SP ocurre de forma simultánea en estas condiciones, al contrario 
que en una situación normal en la que la generación de CD8SP ocurre después de la 
generación de los timocitos CD4SP (Yu and Sen, 2007). 
 
 Finalmente, la activación constitutiva de la vía de Wnt mediante la sobre-
expresión de la forma activa de β-catenina provocaba la generación de una mayor 
cantidad de timocitos maduros (Mulroy et al., 2003), pudiendo evadir los requerimientos 
de señalización del pre-TCR debido a que carecen de este (Gounari et al., 2001; Goux 
et al., 2005). Además, el estudio de pérdida de función mostró que la ausencia de β-
catenina en células T impide su diferenciación durante el proceso de selección-β, 
provocando un marcado descenso en el número de células T en periferia (Xu et al., 
2003).  
 
4. Los factores Sfrps    
 
4.1. Estructura y función de las proteínas Sfrps  
 
 La vía de Wnt está regulada por una variedad de proteínas secretadas como 
Wifs (del inglés, Wnt Inhibitory Factors), Cerberus Sclerostin, miembros de la familia 
Dickkopf (Dkk) y Sfrps (del inglés, Secreted Frizzled-Related Proteins) (Figura 8) que 
compiten por la unión de Wnt a sus receptores. Los factores Sfrp (1-5 en mamíferos), 
son una familia de proteínas solubles formadas por dos dominios de auto-plegamiento 
independientes con funciones redundantes en algunos sistemas (Bovolenta et al., 2008; 
Kawano and Kypta, 2003). En el extremo N-terminal se encuentra el péptido señal 
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seguido del dominio CRD (del inglés, Cystein Rich Domain). El dominio CRD está 
formado por diez residuos de cisteína en posiciones conservadas, generando un patrón 
de puentes disulfuro (Chong et al., 2002); además, este dominio comparte una alta 
homología con el dominio extracelular de los receptores Fz de Wnt (Hoang et al., 1996; 
Leyns et al., 1997). El extremo C-terminal de los factores Sfrp está formado por 
segmentos con residuos cargados positivamente que le confieren propiedades de unión 
a heparina (Üren et al., 2000), y seis cisteínas que forman tres puentes disulfuro, 
formando el dominio NTR (del inglés, Netrin-Related Motifs). Inicialmente, los factores 
Sfrp fueron descritos como antagonistas de la vía de Wnt, debido a su capacidad de 
unirse a ellos y secuestrarlos a través del dominio CRD, bloqueando de esta manera su 
señalización (Leyns et al., 1997; Wang et al., 1997) (Figura 8A).  
 
 
 
 Además, también se ha demostrado que el dominio CRD de los factores Sfrp es 
capaz de modular la vía de Wnt de forma independiente (Bhat et al., 2007; Lin et al., 
1997). Sin embargo, la función de los factores Sfrp en la vía de Wnt es más compleja, 
debido a que algunos estudios han demostrado que también pueden activarla (Esteve et 
al., 2011b; Mii and Taira, 2011) (Figura 8B) o funcionar de manera independiente de la 
vía de Wnt,  lo que ha dificultado la capacidad de definir el papel fisiológico de estas 
proteínas. Estudios del grupo de la Dr. Paola Bovolenta (CBMSO) utilizando ratones 
deficientes para Sfrp1 y Sfrp2, muestran que los factores Sfrp tienen una función 
independiente de Wnt en la regulación de Notch (Figura 8C). El estudio demostró que 
Sfrp1 y Sfrp2 eran capaces de modular negativamente la vía de señalización de Notch1 
Figura 8. Función de los factores Sfrp.  
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mediante el bloqueo de la metaloproteasa Adam10 durante el proceso de neurogénesis 
de la retina de ratón (Esteve et al., 2011a). Además, se ha descrito recientemente que el 
factor Sfrp3 es capaz de inhibir la metaloproteasa Adam17 en células humanas 
(Oldefest et al., 2015) (Figura 8C), por lo que estos datos relacionan los factores Sfrp 
con la vía de Notch de una manera directa. 
 
 Finalmente, aunque los factores Sfrp pueden regular la función de Notch, se 
desconoce su papel durante la diferenciación de los linfocitos T. La única evidencia al 
respecto es un estudio realizado en 2009, en el que se analizaron los linfocitos T 
presentes en la sangre periférica de ratones deficientes para Sfrp1, sin encontrar 
diferencias significativas en estas poblaciones (Renström et al., 2009). Por tanto, son 
necesarios estudios adicionales para definir el papel de los factores Sfrp durante el 
proceso de diferenciación de los linfocitos T, constituyendo el objetivo central de nuestro 
estudio. 
 
4.2. Implicación de Sfrp1 en cáncer  
 
 Se han relacionado diversas mutaciones activadoras en genes implicados en la 
vía de Wnt con distintos tipos de cáncer como melanoma, cáncer gastrointestinal y 
distintos tipos de leucemia (Revisado por Zhan et al., 2016). Estas mutaciones provocan 
una sobre-expresión de β-catenina, asociada con el crecimiento incontrolado de las 
células y su incapacidad para diferenciarse. En este contexto, parece lógico pensar en 
la capacidad anti-oncogénica de los factores Sfrp, debido a su capacidad de modular 
negativamente la vía de Wnt. En algunos modelos de cáncer, el incremento en los 
niveles de Sfrp1 reduce el crecimiento tumoral, como por ejemplo en algunos tipos 
celulares de cáncer de mama (Matsuda et al., 2009). Además, la sobre-expresión de 
Sfrp1 en células de cáncer cervical induce apoptosis e inhibe la proliferación celular y la 
invasión in vitro e in vivo (Chung et al., 2009). Sin embargo, a pesar de estos resultados 
no se observa la aparición de tumores espontáneos en los ratones deficientes para 
Sfrp1 (Trevant et al., 2008), sugiriendo la necesidad de alteraciones genéticas 
adicionales para la generación tumoral. Además, de acuerdo con la función anti-
oncogénica de los factores Sfrp, se ha podido observar la pérdida de expresión de estos 
factores en una gran cantidad de cánceres como en tumores de mama (Turashvili et al., 
2006; Zhou et al., 1998), gástricos (To et al., 2001) y cervicales (Ko et al., 2002). Otro 
tipo de tumores en los que se ha descrito la pérdida de los factores Sfrp es en los 
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tumores hematológicos como el mieloma múltiple (Jost et al., 2009), la leucemia 
linfocítica crónica (Liu, 2006) y la leucemia mieloide aguda (Hou et al., 2011; Shen et al., 
2011). Esta pérdida de Sfrp suele suceder mediante dos mecanismos distintos: la 
pérdida alélica o el silenciamiento epigenético, siendo este último el más común en los 
cánceres hematológicos.  
 
5. La leucemia T linfoblástica aguda  
 
 La leucemia linfoblástica aguda T o T-ALL (del inglés, T-cell Acute Lymphoblastic 
Leukemia) es un proceso linfoproliferativo resultado de la transformación maligna en el 
timo de los progenitores de las células T. La T-ALL afecta a un 10%-15% de los casos 
pediátricos y un 20-25% de los casos adultos de leucemias linfoblásticas agudas (Pui et 
al., 2008). Los pacientes de T-ALL muestran infiltración de linfoblastos maduros en la 
MO y la sangre, adenopatías y un alto riesgo de afectación del sistema nervioso central 
debido a la infiltración de las células leucémicas (Uckun et al., 1997). El pronóstico de la 
T-ALL ha mejorado gradualmente con la introducción de quimioterapia intensiva en los 
tratamientos, generando tasas de supervivencia de más del 75% en niños y de un 50% 
en adultos (Pui et al., 2008). Sin embargo, esta enfermedad se asocia con altas tasas de 
recaída que tienen un pronóstico grave, por lo que es importante desarrollar nuevas 
terapias para su tratamiento. 
 
 La T-ALL es el resultado de la acumulación de alteraciones genéticas en 
diferentes oncogenes, supresores tumorales y genes implicados en vías de desarrollo 
responsables del crecimiento, proliferación, supervivencia y diferenciación de los 
linfocitos T. Aproximadamente el 50% de las T-ALL muestran un cariotipo anormal, 
probablemente debido a recombinaciones ilegítimas del TCR, esto induce 
translocaciones cromosómicas que implican la yuxtaposición de promotores o 
enhancers de los genes del TCR con determinados factores de transcripción como 
TAL1, LYL1, LMO1 y LMO2, HOX11 y HOX11L2, MYC y MYB. La gran diversidad de 
alteraciones genéticas involucradas en la patogénesis de la T-ALL hacen que la 
oncogénesis de esta enfermedad sea muy compleja, pudiendo verse afectadas un gran 
número de moléculas y procesos celulares que resultan desregulados como el ciclo 
celular, el crecimiento y proliferación, remodelación de la cromatina, auto-renovación y 
diferenciación T (revisado en Belver and Ferrando, 2016). Una de las relaciones más 
claras entre el proceso normal de diferenciación de las células T y su desregulación 
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durante la oncogénesis de la T-ALL es la activación de Notch1. Notch1, factor esencial 
para el desarrollo T, se encuentra activado constitutivamente en más del 60% de las 
leucemias T-ALL, debido a la presencia de mutaciones de ganancia de función (Weng et 
al., 2004).  
 
5.1. Función oncogénica de Notch1 en T-ALL 
 
 La activación aberrante de Notch1 en T-ALL fue descrita por primera vez en un 
tipo raro de T-ALL caracterizada por la translocación cromosómica t(7;9)(q34;q34.3), 
presente en menos del 1% de las T-ALLs (Figura 9B). Este reordenamiento provoca la 
yuxtaposición de la porción N-terminal de Notch1 bajo el control transcripcional del 
enhancer del TCRβ, generando una forma truncada de Notch1 parecida al dominio 
intracelular activo, que inicialmente se denominó TAN-1 (Ellisen et al., 1991). El 
potencial oncogénico de esta forma activa de Notch1 fue demostrado en ratones 
trasplantados con progenitores de MO infectados con retrovirus que  sobre-expresaban 
de manera constitutiva la molécula TAN-1 (Pear et al., 1996). Debido a que este tipo de 
mutaciones se encontraba con muy baja frecuencia en las T-ALL, estos descubrimientos 
fueron infravalorados durante años. Sin embargo, esta visión cambió radicalmente 
cuando el grupo de J. Aster demostró que más del 60% de los pacientes con T-ALL 
presentan mutaciones activadoras en NOTCH1 (Weng et al., 2004). Este 
descubrimiento posicionó a Notch1 en el punto de mira para el estudio de esta 
enfermedad. 
 
 Las mutaciones más frecuentes en NOTCH1, encontradas en aproximadamente 
el 40% de las T-ALLs humanas, se encuentran en los exones 26 y 27, que codifican 
para las regiones N-terminal y C-terminal del dominio HD (Weng et al., 2004) (Figura 
9C). La base estructural para entender el mecanismo de acción de estas mutaciones 
quedó resuelta con la obtención de la cristalografía del complejo LNR-HD de Notch1, 
donde se observa que el dominio LNR actúa como escudo protegiendo el sitio de corte 
S2 (Figura 4) de las metaloproteasas extracelulares (Gordon et al., 2009). La mayoría 
de las mutaciones en el dominio HD de NOTCH1 (clase 1, HD1), son típicamente 
sustituciones de un solo aminoácido y pequeñas deleciones e inserciones, que 
comprometen la estabilidad del complejo LNR-HD, provocando una hipersensibilidad al 
ligando o una activación de la vía independiente de ligando (Malecki et al., 2006). Las 
mutaciones HD de clase 2 (HD2) son inserciones más largas localizadas en la parte 
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distal del dominio HD, alejando el sitio de corte S2 de la protección del complejo LNR-
HD, exponiéndolo a las metaloproteasas extracelulares (Malecki et al., 2006); ocurriendo 
algo similar con la mutación H1545P localizada en el dominio LNR (Gordon et al., 2009). 
Por otro lado, los mutantes JME (del ingles, Juxtamembrane Expansion Mutants), 
poseen un receptor más largo que induce una mayor activación de la vía dependiente de 
ligando (Figura 9D). Finalmente, las mutaciones en el dominio PEST (ΔPEST), 
presentes en el 20-25% de los casos de T-ALL, provocan la pérdida de este dominio 
mediante codones de parada prematuros, evitando de esta manera la degradación de 
ICN1 (Weng et al., 2004) (Figura 9E). 
 
 
 Estudios realizados en ratones demuestran que las diferentes mutaciones de 
ganancia de función de NOTCH1 poseen distintos potenciales para la generación de T-
ALLs (Chiang et al., 2008). La expresión en precursores hematopoyéticos de las formas 
menos comunes de NOTCH1 mutado, como las translocaciones, son suficientes para 
generar una T-ALL in vivo tanto en modelos de ratón (Pear et al., 1996) como humanos 
(García-Peydró et al., en revisión). Sin embargo, las variantes más comunes en los 
pacientes, como las mutaciones HD o ΔPEST, aunque inducen la generación ectópica 
de linfocitos T por sí mismas, necesitan la cooperación de factores oncogénicos 
adicionales para provocar el desarrollo tumoral (Chiang et al., 2008; Eguchi-Ishimae et 
al., 2007). Estos descubrimientos, sugieren que las mutaciones activadoras de NOTCH1 
Figura 9. Formas oncogénicas de Notch1 en T-ALL. (A) Forma inactiva de Notch1 unido a 
la membrana, se muestra con sus dominios funcionales. (B) Translocaciones cromosómicas 
entre Notch1 y el loci del TCR, las cuales inducen formas truncadas de Notch1. (C) 
Mutaciones en la región NRR de Notch1, abarcando los dominios HD y LNR, responsables de 
mantener el receptor en forma inactiva. (D) Expansiones yuxtamembrana  en Notch1, son 
inserciones que generan un receptor más largo, provocando una mayor activación de la vía. 
(E) Mutantes Notch1 con el dominio PEST truncado, impidiendo la degradación proteasomal 
de la forma activa de Notch1 (ICN1).  
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podrían actuar como un evento inicial en la patogénesis de la T-ALL, sin ser la mutación 
oncogénica principal, incrementando la población de progenitores T en riesgo de sufrir 
mutaciones cooperadoras adicionales (Eguchi-Ishimae et al., 2007).  
 
5.2. Vías oncogénicas activadas por Notch1 en T-ALL 
 
 En los últimos años se ha empleado mucho esfuerzo en dilucidar cuáles son las 
vías oncogénicas controladas por la activación aberrante de Notch1 en T-ALLs. El 
análisis de los genes diana y de perfiles genéticos de expresión regulados por Notch1 
han mostrado que Notch1 promueve el crecimiento de la leucemia mediante la 
activación transcripcional de rutas anabólicas, incluidas la biosíntesis de ribosomas, la 
traducción proteica y el metabolismo de los nucleótidos y aminoácidos (Palomero et al., 
2006b; Weng et al., 2006). Además, el mapeo de los sitios de unión de Notch1 en el 
ADN ha resaltado el papel fundamental de los super-enhancers en la regulación de los 
genes diana de Notch1 (Wang et al., 2014). Los efectos sobre el crecimiento celular que 
ejerce el programa transcripcional de Notch1 se potencian mediante la regulación del 
oncogén Myc, una diana directa de Notch1 (Herranz et al., 2014; Palomero et al., 2006b; 
Yashiro-Ohtani et al., 2014). De hecho, la inhibición condicional de c-myc en células DP 
que expresan ICN1 impide la formación de tumores, lo que indica que ambos son 
necesarios para el mantenimiento tumoral (Li et al., 2008). Además, c-myc también 
induce la activación de rutas anabólicas, y Notch1 y c-myc comparten distintos genes 
diana (Palomero et al., 2006b; Sánchez-Martín et al., 2017). También se ha demostrado 
que la señalización de Notch1 en T-ALL promueve el crecimiento y la proliferación 
celular incrementando la fase G1/S del ciclo celular (Joshi et al., 2009). La expresión de 
los genes del ciclo celular CDK4, CDK6 y la ciclina D3 aumentan con la activación de 
Notch1 en T-ALL. Además, la ciclina D3 es una diana directa de Notch1 necesaria para 
la generación de leucemias inducidas por ICN1 (Joshi et al., 2009). Otra diana directa de 
Notch1 es el factor de transcripción Hes1 (Jarriault et al., 1995), que juega un papel 
crucial durante el desarrollo de los linfocitos T y en la generación de leucemias inducidas 
por Notch1 (Wendorff et al., 2010). Por otro lado, Hes1 ha sido implicado en la 
activación de las vías de PI3K y NF-κB a través de la activación de Notch1 (Espinosa et 
al., 2010; Palomero and Ferrando, 2008). Finalmente, estudios de nuestro grupo han 
demostrado que Notch1 regula directamente la expresión del IL-7R en progenitores T y 
en T-ALL (González-García et al., 2009). Además, la expresión del IL-7R así como del 
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pre-TCR, también regulada por Notch1, son necesarias para la generación de leucemias 
inducidas por ICN1 (Mosquera et al., en preparación).  
 
5.3. Notch1 como diana terapéutica en el tratamiento de la T-ALL 
 
 La gran proporción de leucemias T-ALL que portan mutaciones en el gen 
NOTCH1 ha generado un gran interés en el desarrollo de terapias anti-Notch1 para el 
tratamiento de esta enfermedad. Hasta la fecha, la mayor parte de este esfuerzo se ha 
centrado en inhibir el complejo γ-secretasa, mediante la utilización de GSI (del inglés, 
Gamma-Secretase Inhibitor). El tratamiento con GSI de líneas celulares T-ALL que 
poseen mutaciones activadoras de NOTCH1 induce una rápida disminución de ICN1 en 
el interior celular y una inhibición transcripcional de los genes diana de Notch1. Además, 
este efecto va acompañado de una parada en el ciclo celular en G1 y una disminución 
en el tamaño celular (Palomero et al., 2006a; Weng et al., 2004). Por otro lado, el 
tratamiento con GSI de células primarias de T-ALL previene la progresión de la leucemia 
en ratones inmunodeficientes, sugiriendo que la inhibición de Notch1 puede afectar a la 
capacidad de auto-renovación de la T-ALL (Armstrong et al., 2009; Tatarek et al., 2011). 
Gracias a estos prometedores resultados, se lanzó un ensayo clínico (Dana-Farber 
Cancer Institute 04-390) con el objetivo de testar el efecto de un GSI administrado 
oralmente en pacientes de T-ALL con recidiva. En este ensayo, el tratamiento con GSI 
inhibía los genes diana de Notch1 en las células de la leucemia, pero un gran número de 
pacientes desarrollaron problemas gastrointestinales dosis-dependientes (DeAngelo et 
al., 2006). Estos problemas derivados del uso de GSI han animado a otros 
investigadores a desarrollar terapias anti-Notch1 alternativas. El uso de péptidos 
MAML1 dominantes negativos puede interferir con la formación del complejo de 
transcripción ICN1-RBPJk-MAML1 en el núcleo celular e inhibir la señalización de 
Notch1 (Weng et al., 2003), pero esto podría inhibir los cuatro receptores Notch 
provocando mayores efectos secundarios. Por otra parte, el desarrollo de anticuerpos 
específicos para inhibir la señalización a través de Notch1, podría proporcionar un 
tratamiento más específico estabilizando el complejo HD-LNR y manteniendo de esta 
manera el receptor en estado inactivo (Weng et al., 2004; Wu et al., 2010). Finalmente, 
también se ha planteado la inhibición del procesamiento de Notch1 mediante el uso de 
inhibidores de la metaloproteasa Adam10 (Bozkulak and Weinmaster, 2009; Sulis et al., 
2011), lo que abre perspectivas adicionales para encontrar nuevas terapias anti-Notch1 
necesarias para el tratamiento de la T-ALL. Dado el papel descrito para los factores Sfrp 
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en la modulación de la activación de Notch1 en otros sistemas, en este trabajo de tesis 
doctoral , hemos analizado la posible función de Sfrp en la regulación de la señalización 
por Notch1 en T-ALL, con el fin de identificar nuevas estrategias de posible aplicación 
terapéutica para el tratamiento de esta enfermedad. 
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 El objetivo global de esta tesis doctoral ha sido determinar la posible función 
reguladora de Sfrp1 sobre la activación de Notch1, y analizar su relevancia fisiológica 
durante el desarrollo intratímico de los linfocitos T de ratón. Asimismo, el estudio 
pretende establecer la posible contribución de SFRP1 a la patogenia de la leucemia 
linfoblástica aguda de tipo T (T-ALL) portadora de mutaciones activadoras de NOTCH1. 
 
 Para ello, hemos planteado los siguientes objetivos concretos: 
 
1. Estudio de la relevancia funcional de Sfrp1 durante el desarrollo fisiológico de los 
linfocitos T de ratón. 
 
2. Análisis de la función de SFRP1 en la patogenia de la leucemia T-ALL humana 
dependiente de la activación de NOTCH1. 
 
3. Estudio de la regulación epigenética y de las mutaciones de SFRP1 en la leucemia T-
ALL humana. 
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1. Líneas celulares. 
 
Las líneas celulares utilizadas en este trabajo, su fenotipo y su origen se 
describen en la Tabla 1. Los fibroblastos de riñón humano 293T se cultivaron en medio 
DMEM, y las líneas celulares T en medio RPMI 1640 (Lonza), ambos suplementados 
con antibióticos (penicilina y estreptomicina), 10 mM Hepes (Invitrogen) y 10% de suero 
fetal bovino (FBS) (Gibco, Invitrogen). La línea estromal OP9-GFP se cultivó en medio 
α-MEM (Gibco, Invitrogen) suplementado con antibióticos y 20% de FBS. 
 
 
2. Muestras de leucemias primarias. 
 
 Las muestras de leucemias primarias T-ALL fueron cedidas por el Dr. Stefano 
Indraccolo (Istituto Oncologico Veneto-IRCSS, Padova) y el Dr. Adolfo Ferrando 
(Columbia University, NY). Tanto la obtención de las muestras humanas como el diseño 
de los experimentos se realizaron con el consentimiento del Comité de Bioética del 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas. El consentimiento informado de los 
pacientes fue obtenido de acuerdo con la Declaración de Helsinki. 
 
 
 
 
Tabla 1. Líneas celulares utilizadas en este estudio. ALL: leucemia linfoblástica aguda, 
LL: linfoma linfoblástico. 
Nombre Fenotipo Referencia 
293T Fibroblastos de riñón humano DuBidge et al., 1987 
CUTLL1 T-ALL DP TCRαβ+ Palomero et al., 2006a 
DND41 T-ALL TCRγδ+ Drexler et al., 1985 
HPB-ALL T-ALL DP TCRαβ+ Morikawa et al., 1978 
JURKAT T-ALL CD4SP Schneider et al., 1977 
OP9-GFP Estroma médula ósea ratón Schmitt y Zúñiga-Pflücker, 2002 
SUPT1 T-LL DP TCRαβ-CD3+ Smith et al., 1986 !
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3. Procesamiento de tejidos, hibridación in situ e inmunohistoquímica. 
 3.1. Procesamiento de tejidos. 
 Los embriones de E15,5 y los timos de ratones neonatos fueron fijados por 
inmersión en 4% de paraformaldehído (PFA) en tampón fosfato 0,1M (peso/volumen) 
durante dos horas a temperatura ambiente. El tejido se lavó con tampón fosfato-salino 
(PBS) durante 24 horas, tras lo cual se introdujo en una solución de sacarosa al 30% en 
PBS (peso/volumen). Finalmente, los embriones y los timos fueron embebidos y 
congelados en una solución de 7,5% gelatina en 15% de sacarosa (peso/volumen) y 
posteriormente cortados con el criostato. 
 3.1. Hibridación in situ.  
 Para los ensayos de hibridación in situ las secciones de criostato de 20-25 μm se 
lavaron una vez con PBS (10 minutos) y se fijaron posteriormente en PFA al 4% durante 
10 minutos, tras lo cual se hicieron tres lavados de PBS durante 5 minutos cada uno. 
Las muestras se acetilaron durante 10 minutos con buffer de acetilación (Trietanolamina 
1x, 0,25% ácido anhídrico y 0,2% HCL al 37%, en H2O) y se lavaron dos veces en PBS 
durante 5 minutos y otros 5 minutos con 0,1% TX-100 en PBS. Posteriormente, las 
secciones fueron pre-hibridadas con tampón de hibridación (SSC 1x, 50% formamida 
desionizada, 10% dextran sulfato, tRNA a 1mg/mL, Denhart’s 1x, diluido en H2O) una 
hora a temperatura ambiente. Una vez finalizado este tiempo, se pasó a la fase de 
hibridación, para la cual se usaron las siguientes sondas marcadas con digoxigenina 
(Roche): Sfrp1, Sfrp2, Adam10 (cedidas por la Dra. Paola Bovolenta), Lef1 (cedida por 
el Dr. J. Galcerán), Notch1 y Hes1 (cedidas por el Dr. Ish-Horowicz). Las sondas fueron 
desnaturalizadas a 82°C durante 3 minutos y posteriormente añadidas al tampón de 
hibridación. Las secciones se hibridaron durante una noche a 72°C. Durante la fase de 
post-hibridación las secciones fueron lavadas con SSC 5x pH 4,5 a 72°C y 
posteriormente lavadas con SSC 0,2x a 72°C durante una hora y media, tras lo cual se 
incubaron con SSC 0,2x a temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente, se 
realizaron dos lavados con tampón MABT (Ácido Maleico 0,1M, NaCl 0,15M y 0,1% 
Tween 20, ajustado con NaOH a pH7,5 en H2O) a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Posteriormente, se usó una solución de bloqueo (2% Blocking Reagent, Roche) 
en tampón MABT y se incubaron las secciones durante una hora a temperatura 
ambiente. Después se añadió el anticuerpo anti-dig-AP (1:5000, Roche) en la solución 
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de bloqueo y se dejó a temperatura ambiente durante una noche. Finalmente, las 
secciones se lavaron seis veces con tampón TBS-T a pH7,5 (0,1M Tris pH7,5, 0,15M 
NaCl, 0,1% Tween) a temperatura ambiente y cuatro veces con tampón TBST a pH9,5 
(0,1M Tris pH9,5, 0,15M NaCl, 0,1% Tween) a temperatura ambiente. Las secciones se 
equilibraron a través de 2 lavados con tampón NTMT (TrisHCl 0,1 M pH9.5, NaCl 0,1 M, 
MgCl2 50mM y 0,1% Tween20 en H2O) durante 10 minutos, para ser finalmente 
reveladas con tampón NBT/BCIP (3,5 ul/ml NBT y 3,5ul/ml BCIP en NTMT) tras lo que 
se detuvo la reacción con 0,25% Triton X-100 en PBS. Las preparaciones fueron 
analizadas con un microscopio Leica DM500. 
3.2. Inmunohistoquímica. 
 Para los ensayos de inmunohistoquímica, las secciones de criostato de 15 μm 
fueron lavadas 3 veces con PBS durante 10 minutos. Después se bloqueó la peroxidasa 
endógena en una solución de 3% de H2O2 en metanol durante 10 minutos, tras los 
cuales el tejido fue lavado 3 veces con 0,1% TX-100 en PBS (peso/volumen) durante 10 
minutos cada vez. Las secciones fueron bloqueadas con tampón de bloqueo (PBS 0,1% 
TX-100, 5% FBS y de 0,1% BSA) al menos durante una hora a temperatura ambiente, e 
incubadas posteriormente con el anticuerpo primario en tampón de bloqueo durante una 
noche a 4°C. Los anticuerpos primarios usados fueron anti-Sfrp1 (1:1000, cedido por la 
Dra. Paola Bovolenta) y anti-Hes1 (1:200, Cell Signalling). Tras la incubación con el 
anticuerpo primario, las secciones fueron lavadas con PBS 0.1% TX-100 tres veces 
durante 10 minutos cada vez. Para la detección de Sfrp1, las secciones se incubaron 
durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Alexa 594 
(1:1000, Molecular Probes) en tampón de bloqueo. Tras el revelado de Sfrp1 las 
secciones se incubaron con el anticuerpo primario anti-CD45 biotina (BD Pharmingen) 
en tampón de bloqueo durante una noche a 4°C, y posteriormente, lavadas con PBS 
0.1% TX-100 tres veces durante 5 minutos cada vez. Para la detección de CD45, las 
secciones se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con estreptavidina 
marcada con Alexa 488 (1:500, Jackson- InmunoResearch) en tampón de bloqueo. Las 
secciones con Hes1 fueron incubadas durante una hora a temperatura ambiente con un 
anticuerpo secundario acoplado a biotina (1:500, Jackson-InmunoResearch) en tampón 
de bloqueo, amplificándose con estreptavidina conjugada con peroxidasa (1:500, 
Jackson- InmunoResearch). El revelado se hizo con el reactivo tiramida cianina 5 
(1:100, Perkin Elmer) para amplificar la señal de dicho anticuerpo. Finalmente, los 
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núcleos fueron teñidos con DAPI y montadas con Mowiol (Calbiochem). Todas las 
preparaciones fueron analizadas con un microscopio confocal LSM510 (Zeiss). 
4. Análisis por citometría de flujo.  
 
Los anticuerpos primarios utilizados para la detección de marcadores celulares, 
tanto de humano como de ratón, por citometría de flujo se detallan en la Tabla 2.  
 
 
Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la detección de antígenos mediante citometría de 
flujo. 
Especificidad Conjugado Clon Reactividad Fuente 
Anexina-V PE - - BD Bioscience 
CD3 PE UCTH1 Humano BD Bioscience 
CD3 APC UCTH1 Humano BD Bioscience 
CD3ε Biotina 145-2C11 Ratón BD Bioscience 
CD4 PE-Cy5 13B8.2 Humano Beckman Coulter 
CD4 PerCP RM4-5 Ratón BD Bioscience 
CD5 FITC L17F12 Humano BD Bioscience 
CD8 FITC 5H10 Ratón Invitrogen 
CD8 PE 5H10 Ratón Invitrogen 
CD8 PE-Cy7 Rpa-T8 Humano BD Bioscience 
CD8 BV421 53-6.7 Ratón Biolegend 
CD16/32 Sin marcar 2.4G2 Ratón BD Bioscience 
CD25 PerCP PC61 Ratón  BD Bioscience 
CD25 APC PC61 Ratón eBioscience 
CD27 PE LG.7F9 Ratón eBioscience 
CD44 PE IM7 Ratón BD Bioscience 
CD44 BV421 IM7 Humano/Ratón Biolegend 
CD45 V450 2D1 Humano BD Bioscience 
CD117 (c-kit) FITC 2B8 Ratón BD Bioscience 
CD127 (IL-7Rα) Biotina hIL7R-M21 Humano BD Bioscience 
CD127 (IL-7Rα) Biotina A7R34 Ratón eBioscience 
TCRαβ FITC 2D1 Humano T cell Diagnostics 
TCRβ PE-Cy5 H57-597 Ratón BD Bioscience !
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Para las tinciones de marcadores de superficie, se tiñeron 1-2x105 células con 
cantidades saturantes de anticuerpos durante 20 minutos a 4ºC y en oscuridad, en 50 µl 
de solución de tinción (PBS, 1% FBS, 1% BSA y 0,01% azida sódica). Para bloquear 
posibles uniones inespecíficas de los anticuerpos a los receptores Fc expresados por 
distintos tipos celulares, las células procedentes de los bazos, MO e hígados de ratones 
fueron previamente incubadas con anticuerpos anti-CD16 y anti-CD32 en solución de 
tinción durante 20 minutos a 4ºC. En el caso de anticuerpos acoplados a biotina,  se 
lavaron los anticuerpos primarios con la solución de tinción y se incubaron 
posteriormente con estreptavidina acoplada al fluorocromo APC (Biolegend), de la 
misma manera. Para las tinciones intracelulares, las células se fijaron y permeabilizaron 
previamente utilizando el tampón CytoFix/CytoPerm (BD Biosciences) durante 20 
minutos en oscuridad. Para las tinciones de Anexina-V, las incubaciones se realizaron 
con el tampón de tinción de Anexina (BD Biosciences), según las instrucciones del 
proveedor. Para el análisis de proliferación mediante el marcaje con bromodesoxiuridina 
(BrdU), se utilizó BrdU Flow Kits (BD Bioscience), según las instrucciones del proveedor. 
Como control negativo de tinción se utilizaron anticuerpos irrelevantes del mismo isotipo. 
Tras las incubaciones, se lavó el exceso de anticuerpo y se analizaron las muestras en 
un citómetro FACSCalibur (BD Biosciences) o FACSCantoII (BD Biosciences). Los datos 
fueron analizados posteriormente usando el software FlowJo7.6.5. 
 
5. Cultivos organotípicos fetales de ratón (FTOC). 
 El seguimiento del proceso de diferenciación T in vitro se realizó mediante 
cultivos organotípicos de ratón. Este sistema de diferenciación consiste en la extracción 
de los dos lóbulos tímicos de embriones de 15,5 días de gestación. Ambos lóbulos se 
separaron para analizar mediante citometría de flujo las poblaciones presentes en el 
timo a día 0 en uno de ellos. El lóbulo restante se transfirió a filtros de nitrocelulosa 
colocados sobre esponjitas empapadas en medio de cultivo IMDM (Lonza) 
suplementado con 5% FBS, y se analizó a los días indicados. 
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6. Transducciones lentivirales. 
 
Las transducciones lentivirales se realizaron en líneas celulares y en leucemias 
primarias T-ALL con el fin de sobre-expresar la proteína SFRP1 humana. La producción 
de los sobrenadantes se realizó mediante transfección transitoria por lipofección (jetPEI, 
Polyplus) de la línea empaquetadora 293T con los siguientes vectores: psPAX2 
(gag/pol), pMD2G (envuelta VSV.G) y el vector lentiviral pHRSIN. El cDNA de SFRP1 
aislado a partir de un vector comercial pUC19-sFRP1 (#HG10680-U, Sino Biological 
Inc.) mediante PCR (Tabla 5) fue clonado en las dianas BamHI y NotI del vector 
pHRSIN, de forma que la expresión de SFRP1 y GFP estuviera controlada por un único 
promotor, SFFV. Se recogieron sobrenadantes 48 y 72 horas después de la transfección 
y se determinó la eficiencia de transfección (porcentaje de células GFP+). Para ello, las 
células se fijaron con el tampón CytoFix/CytoPerm (BD Biosciences) durante 20 minutos 
en oscuridad, se realizó un lavado con solución de tinción y se analizaron las muestras 
en el citómetro de flujo. A continuación, se calculó el título viral de los sobrenadantes 
obtenidos mediante infección de células 293T con cantidades decrecientes de 
sobrenadante. Tras 72 horas se determinó por citometría de flujo la proporción de 
células transducidas (porcentaje de células GFP+). Se eligió la cantidad de 
sobrenadante que infectaba entre el 1 y el 20% de las células y se calculó el título viral 
como: 
 
Título viral (Unidades infectivas/ml) 
= ! º!!"!!é#$#%&!!"#$%&'(')!!!!"#$%#&$'(!!"!!é#$#%&! "#!!!! "#$%"ó'!!"#!!"#$%&'('&)%!!"#$%&'!!"#!!"ó$%&'!(!")  
 
 
 Una vez conocido el título viral del sobrenadante, se infectaron las líneas 
celulares con ratios entre número de unidades infectivas y número de células (MOI) que 
variaron entre 10-20, en una sola ronda de 24 horas en presencia de polibreno (8μg/ml) 
y tras centrifugación de 30 min a 1.800 rpm a 25°C. Para la generación de 
sobrenadantes condicionados las líneas celulares transducidas se cultivaron a una 
concentración de 106 células/ml en medio RPMI y 0,2% de FBS durante distintos días (1 
– 4), tras los cuales las células se centrifugaron 10 minutos a 1.800 rpm y se recogió el 
sobrenadante del cultivo. 
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 Las leucemias primarias T-ALL se infectaron con MOIs que variaron entre 10 y 
30, en una sola ronda de 24 horas en presencia de 50 µg/ml de fibronectina 
recombinante humana (Retronectin, Takara) y tras centrifugación durante 90 minutos a 
1.800 rpm a 25ºC. Tras la infección, las células leucémicas se co-cultivaron con una 
línea celular de estroma de médula ósea de ratón, OP9-GFP, en presencia de IL-7 
recombinante humana (200IU/ml). Tras 72 horas, se determinó por citometría de flujo la 
proporción de células transducidas (porcentaje de células CD45+GFP+) y se realizó una 
separación celular mediante citometría de flujo en base a la expresión de los 
marcadores CD45 y GFP. 
 
7. Detección de proteínas mediante electroforesis y Western blot. 
 
La fracción proteica celular se obtuvo mediante lisis en tampón RIPA (1% NP-40, 
0,5% deoxicolato sódico y 0,1% SDS en PBS 1X) en presencia de inhibidores de 
proteasas (1 mM PMSF y 1 !g/ml de leupeptina, aprotinina y pepstatina) (Sigma) e 
inhibidores de fosfatasas (50 mM NaF y 1 mM Na3VO4), durante 30 minutos a 4ºC. A 
continuación, los lisados se centrifugaron a 13.000 rpm durante 30 minutos y se 
recogieron los sobrenadantes. Las proteínas se separaron mediante electroforesis en 
geles de acrilamida/bis-acrilamida (8-12%) en condiciones desnaturalizantes reductoras 
(SDS-PAGE).  
 
 
Tabla 3. Anticuerpos utilizados para Western Blot. En la tabla superior se especifican los 
anticuerpos primarios, y en la inferior los anticuerpos secundarios. 
Especificidad Origen/Isotipo Peso Molecular Fuente 
SFRP1 Conejo IgG 35 KDa Cell Signalling 
C-MYC Ratón IgG1 62 KDa BD Pharmingen 
ICN1 VAL1744 Conejo (P) 110 KDa Cell Signalling 
TUBULINA Ratón 50 KDa Sigma 
!
Especificidad Conjugado Origen Fuente 
IgGs ratón Peroxidasa Cabra Jackson IR. 
IgGs conejo Peroxidasa Cabra Jackson IR. !
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Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) y se 
bloquearon con 5% de leche en polvo (Molico Sveltesse, Nestlé) en TBS (TrisHCl 10 
mM pH 8, NaCl 150 mM). La incubación con los anticuerpos primarios (Tabla 3 
superior) se realizó en TBS-T 0,1% (Tween 20, Sigma) durante toda la noche a 4ºC en 
agitación. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T 0,1% durante 10 minutos, tras 
los cuales, se procedió a la incubación con los anticuerpos secundarios acoplados a 
peroxidasa (Tabla 3 inferior), durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad, 
en TBS-T 0,1% más 5% BSA (Roche). Seguidamente, se sometieron a una reacción de 
quimioluminiscencia con Lumi-Light Plus (Roche). La intensidad de señal se cuantificó 
por densitometría utilizando el programa ImageJ. 
 
8. Ensayos de actividad proteolítica de las metaloproteasas ADAM. 
 
 Para determinar la actividad proteolítica de las metaloproteasas ADAM, se utilizó 
un péptido fluorogénico específico Mca-P-L-A-Q-A-V-Dpa-R-S-S-S-R-NH2 (R&D 
Systems), capaz de emitir fluorescencia cuando es procesado por ADAM9, ADAM10 o 
ADAM17. Brevemente, se resuspendieron 1 x 106 células en 1ml de tampón Hank’s 
Buffered Salt Solution (HBSS; 0,137M NaCl, 5,4mM KCl, 0,25mM Na2HPO4, 1,3mM 
CaCl2, 1mM MgSO4, 4,2mM NaHCO3), se añadió el péptido fluorogénico a una 
concentración final de 6μM y se incubaron las células a 37°C con agitación suave en 
presencia de distintos estímulos: distintas concentraciones de rhSFRP1 (Sigma), 
GI254023X 5 μM (R&D Systems), GW280264 10 μM (Ludwig et al., 2005) durante 45 
minutos. Las células se centrifugaron 5 minutos a 1.500 rpm, se recogió el sobrenadante 
y se analizó la fluorescencia, excitando a una longitud de onda de 320nm y midiendo la 
fluorescencia emitida a 405nm, en un fluorímetro o espectofotómetro de fluorescencia. 
 
9. Animales de experimentación. 
 
Los animales empleados en los experimentos fueron indistintamente machos y 
hembras de 6-10 semanas de edad. La cría de ratones se realizó en condiciones libres 
de patógenos específicos (SPF; del inglés, Specific Pathogen Free) en la Unidad del 
Animalario del Centro de Biología Molecular "Severo Ochoa", y los experimentos de 
trasplante tanto de líneas celulares como de leucemias primarias en ratones 
inmunodeficientes se llevaron a cabo en una sala con nivel de bioseguridad 2. Los 
ratones se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y se les 
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administró agua y dieta estándar ad libitum. Todos los experimentos se realizaron 
siguiendo los protocolos del Animalario y del Comité de Ética del Centro de Biología 
Molecular "Severo Ochoa".  
  
Los ratones empleados se detallan en la Tabla 4. Los ratones Sfrp1-/- fueron 
cedidos por la Dra. Paola Bovolenta (Centro de Biología Molecular "Severo Ochoa", 
Madrid). 
 
 
 9.1. Mantenimiento y genotipado de ratones Sfrp1-/- 
  
 Los cruces se realizaron entre ratones heterocigotos de unas 8 semanas de 
edad con el objetivo de obtener ratones Wild-type (wt) y Sfrp1-/- en la misma camada. 
Para el tipaje de la progenie, se extrajo ADN a partir de tejido procedente de la oreja 
mediante incubación con 50 µl de tampón de digestión (100 mM NaCl, 50 mM TrisHCl 
pH 8, 1% SDS) y 10 mg/ml de proteinasa K (Novagen) durante 3 horas a 55ºC. A 
continuación, se añadió 80 µl de H20 y las muestras se hirvieron durante 10 minutos. El 
ADN extraído se amplificó mediante PCR convencional, usando oligonucleótidos 
específicos (Tabla 5). En el ensayo de PCR se incluyeron muestras de ADN control para 
los diferentes genotipos esperados. Posteriormente, los productos de PCR amplificados 
se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%. Los ratones wt se 
identificaron por la presencia de una banda de 510 pb, y los ratones Sfrp1-/- por la 
presencia de una banda de 420 pb. 
Tabla 4. Ratones utilizados durante la experimentación. 
Nombre de la cepa Mutación Fenotipo Referencia 
Sfrp1-/- Knock-in 
Deficiencia en la 
expresión de Sfrp1. 
Satoh et al., 2006 
129;B6-Rag2 
tm1FwaIl2rgtm1Wjl 
Knock-out 
Inmunodeficiente. 
Deficiente en células T, B 
y NK. 
Weijer et al., 2002 
NOD.Cg-
PrdkcscidIl2rgtmWjl/SzJ 
Knock-out 
Inmunodeficiente. 
Deficiente en células T,B y 
NK y sistema inmune 
innato reducido. 
Ishikawa et al., 2005 
!
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 9.2. Modelo de xenotrasplante subcutáneo en ratones inmunodeficientes 
  
 Para el modelo de xenotrasplante de líneas celulares T-ALL, se utilizaron ratones 
inmunodeficientes NOD.Cg-Prkdcscidγc-/- (NSG) (Tabla 4), de edades comprendidas 
entre las 6 y 10 semanas. Se utilizaron las líneas tumorales HPB-ALL, DND41, CUTLL1 
y JURKAT transducidas con los vectores lentivirales que contienen SFRP1-GFP o el 
control GFP. Las células transducidas se lavaron con PBS1X y se resuspendieron en 
PBS1X a una concentración de 5-10 x 106 células/ml y se guardaron en hielo. La 
inyección se realizó subcutáneamente, de manera que 200μl de la preparación celular 
(1-5 x 106 células) se inyectaron en el flanco derecho de cada uno de los ratones, 
utilizando jeringas de 0,5ml y agujas de 25G. El crecimiento del tumor se monitorizó 
hasta que los tumores alcanzaron un volumen máximo de 3,5-4 cm3, momento en el que 
los ratones fueron sacrificados mediante cámara de CO2 y se analizó el contenido 
celular de los tumores. Para el cálculo del volumen tumoral se utilizó la fórmula 
matemática a2 x b / 2, siendo a y b las medidas correspondientes al largo y al ancho del 
tumor. La identificación de las líneas celulares se realizó con anticuerpos anti-CD4, anti-
CD8 y anti-CD45 humanos (Tabla 2). 
 
 9.3. Modelo de xenotrasplante intravenoso en ratones inmunodeficientes 
  
 Para el modelo de xenotrasplante de leucemias primarias T-ALL, se utilizaron 
ratones inmunodeficientes Rag2-/-γc-/- o NOD.Cg-Prkdcscidγc-/- (NSG) (Tabla 4), de 
edades comprendidas entre las 6 y 10 semanas previamente irradiados a una dosis de 
1,5 Gy. Los ratones se trasplantaron con 5x104 - 1x106 células leucémicas no 
transducidas o transducidas con los vectores lentivirales que contienen SFRP1-GFP o 
sólo GFP como control. Las células se resuspendieron en PBS 1X a una concentración 
de 0,25-5 x 106 células/ml y se mantuvieron en hielo. Tras anestesiar a los ratones 
utilizando isofluorano, se inyectaron 200 µl de la suspensión celular (5x104 - 1x106 
células) de manera intravenosa en la vena del seno retro-orbital, utilizando jeringas de 
0,5 ml y agujas de 30G. La generación de la leucemia se monitorizó mediante examen 
físico y análisis de sangre periódicos. La extracción de sangre se realizó de la vena 
submandibular mediante punción con una aguja de 23G. Los ratones se sacrificaron 
usando el criterio de punto final mediante cámara de CO2  y los linfoblastos presentes en 
los principales órganos linfoides y no linfoides fueron analizados por citometría de flujo. 
La identificación de las células leucémicas se realizó con anti-CD45 humano (Tabla 2).  
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10. Secuenciación de leucemias primarias T-ALL. 
 
 10.1. Secuenciación del receptor NOTCH1: Secuenciación de Sanger 
  
 Con el objetivo de identificar mutaciones presentes en NOTCH1, el ADN 
procedente de leucemias primarias de pacientes se sometió a ensayos de 
secuenciación utilizando los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 5, estos 
oligonucleótidos eran específicos para distintos exones del gen NOTCH1.  
 
 10.2. Next Generation Sequencing de SFRP1 
  
 Se secuenció el exoma completo de 23 muestras primarias de leucemias T-ALL 
mediante Agilent SureSelect Human 51 Mb All Exon V4 kit (Agilent Technologies). 
Posteriormente, se analizó la presencia de mutaciones en el gen SFRP1 en las 
muestras analizadas. 
 
 10.3. Secuenciación de ADN metilado 
 
 Las muestras de ADN genómico (1-2 μg) procedentes de 23 muestras primarias 
de T-ALL  y 10 muestras de células T control se trataron con ADN λ sin metilar (5ng de 
ADN λ por μg de ADN genómico) (Promega). El ADN se fragmentó mediante sonicación 
usando un sonicador Covaris E220 y se seleccionaron los fragmentos de 150-300pb 
mediante AMPure XP beads (Agencourt Bioscience Corp.). Las librerías de ADN 
genómico se realizaron usando Illumina TruSeq Sample Preparation kit (Illumina Inc.). A 
continuación el ADN se trató con bisulfito de sodio usando EpiTexy Bisulfite kit (Qiagen), 
se realizaron dos rondas de tratamiento para asegurar una alta tasa de conversión. El 
ADN se amplificó mediante 7 ciclos de PCR usando PfuTurboCx Hotstart DNA 
polymerase (Stratagene). La secuenciación del ADN se realizó a través de Illumina 4Hi-
Seq 2000. La diferencia en metilación entre los grupos células T normales y T-ALL se 
calculó mediante Mann-Whitney-Wilcoxon. 
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TABLA 5. Oligonucleótidos empleados para el clonaje de SFRP1, el tipaje de los 
ratones Sfrp1-/- y la secuenciación de NOTCH1. Se indica el tipo de ensayo, el gen diana 
frente al que se diseñaron los oligonucleótidos y su secuencia. La letra F se refiere al 
oligonucleótido sentido y la letra R al oligonucleótido antisentido. 
!
Ensayo Diana Secuencia de nucleótidos 
Clonaje 
SFRP1 
SFRP1 F-5’-CCGGATCCCGCCACCATGGGGCATCGGGCGCAGC-3’ 
R-5’-CCCTCGAGTCACTTAAACACGGACTG-3’ 
Genotipado 
de ratones 
Sfrp1-/- 
Sfrp1 Wt 
 
 
Sfrp1 Mutado 
F-5’-ATTGGTTAACTGCGCGGCTGACT-3’ 
R-5’-GACTGGAAGCTCACGTAGTCGT-3’ 
 
F-5’-ATTGGTTAACTGCGCGGCTGACT-3’ 
R-5’-TGCCAAAAGACGGCAATATGGTG-3’ 
Secuenciación 
de NOTCH1 
Exón 26 
 
 
Exón 27 
 
 
Exón 28 
 
 
Exón 34 TAD 
 
 
Exón 34 
PEST 
F-5’-GCTGAGGGAGGACCTGAACTTGG-3’ 
R-5’-CCTGAGCTGGAATGCTGCCTCTA-3’ 
 
F-5’-CATGGGCCTCAGTGTCCT-3’ 
R-5’-TAGCAACTGGCACAAACAGC-3’ 
 
F-5’-GCGTAGCCGCTGCCTGAT-3’ 
R-5’-CAGACTCCCGGTGAGGATGC-3’ 
 
F-5’-GCTGGCCTTTGAGACTGG-3’ 
R-5’-CTCCTGGGGCAGAATAGTGT-3’ 
 
F-5’-ACAGATGCAGCAGCAGAACC-3’ 
R-5’- CCTGGGGCCAGATAAAACAGTACA-3’ 
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1. Relevancia funcional de Sfrp1 durante el desarrollo fisiológico de los 
linfocitos T. 
 
 Estudios recientes demuestran la implicación de los factores Sfrp1, Sfrp2 y Sfrp3, 
en la inhibición de la vía de Notch durante la neurogénesis de la retina de ratón (Esteve 
et al., 2011a), así como en líneas celulares epiteliales humanas (Oldefest et al., 2015). 
Dichos estudios sugieren la posibilidad de que el mismo mecanismo de regulación de 
Notch, por modulación negativa de Adam10 y Adam17, pueda estar implicado en otros 
sistemas como el hematopoyético y, en concreto, en el proceso de diferenciación de los 
linfocitos T en el timo. Por tanto, el primer objetivo de este trabajo fue estudiar la función 
de los factores Sfrp durante el desarrollo fisiológico de los linfocitos T, así como la 
posibilidad de que estos factores regulen la vía de Notch durante este proceso. 
 
1.1. Caracterización de la expresión de Sfrp1 y Sfrp2 en el timo de ratón: 
expresión selectiva de Sfrp1. 
 
 Para determinar si Sfrp1 y Sfrp2 podían estar implicados en el desarrollo de los 
linfocitos T, lo primero que quisimos determinar fue si los factores Sfrp se expresan en el 
timo. Para ello, analizamos el patrón de expresión del ARN mensajero (ARNm) de Sfrp1 
y Sfrp2 mediante hibridación in situ con sondas específicas en timos embrionarios de 
15,5 días de gestación (E15,5) (Figura 10A) procedentes de ratones C57BL/6 normales 
(Wild-type, wt), en los que se ha iniciado el proceso de maduración de los linfocitos T. 
Observamos que Sfrp1 se expresaba en el timo con una distribución muy homogénea, 
sin encontrar variaciones significativas entre las distintas regiones intratímicas. Al 
realizar la hibridación de la sonda frente a Sfrp2 (Figura 10B), no encontramos 
expresión en el timo; sin embargo, pudimos observar que los tejidos que se encontraban 
a su alrededor expresaban Sfrp2. Por este motivo, nuestro trabajo se centrará 
únicamente en el estudio de la función de Sfrp1 en el timo de ratón, al ser el único factor 
de los estudiados que se expresa en este órgano. 
 
 Con el objetivo de analizar la activación de las vías de señalización de Wnt y 
Notch en los timos en los que se expresa Sfrp1, las mismas muestran se analizaron con 
sondas dirigidas al ARNm de diferentes proteínas de ambas rutas. Mediante el uso de 
una sonda frente a Lef1, observamos que la vía de Wnt se encontraba activa en el timo 
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a E15,5 (Figura 10C), y también que había una gran expresión del receptor Notch1 
(Figura 10D) y de la metaloproteasa Adam10 (Figura 10E), elementos imprescindibles 
para la activación de la vía de Notch. Esta activación se confirmó mediante hibridación 
con una sonda frente a Hes1 (Figura 10F), gen diana de Notch1. Aunque no pudimos 
observar ninguna diferencia en la expresión de estos factores entre las distintas 
regiones intratímicas, debido a que a E15,5 aún no están bien definidas, pudimos 
comprobar que ambas vías de señalización, Wnt y Notch, se encuentran activas a la vez 
en el timo embrionario de ratón.  
 
 
 Una vez observamos que Sfrp1 se estaba expresando en el timo de ratón, 
quisimos determinar la localización de la proteína en este órgano. Para ello, llevamos a 
cabo ensayos de inmunohistoquímica con anticuerpos frente a la proteína Sfrp1 en 
timos neonatales de ratones wt, edad a la que las distintas regiones intratímicas se 
encuentran bien definidas y el proceso de diferenciación se ha completado (Figura 11A 
y B). La tinción reveló que Sfrp1 se expresa tanto en la médula como en la corteza del 
timo de ratones de un día de edad, pero en este caso donde más expresión de Sfrp1 
encontramos fue en la región SCZ. Además, al realizar la tinción de Sfrp1 en paralelo 
con el marcador de células hematopoyéticas CD45, pudimos comprobar que las células 
positivas para Sfrp1 eran los timocitos situados en la región sub-capsular. Para 
confirmar la especificidad de la tinción se utilizó como control un modelo de ratón 
deficiente en la expresión de Sfrp1 (Sfrp1-/-) (Satoh et al., 2006), donde no se observó 
tinción con Sfrp1 (Figura 11C y D).  
Figura 10. Expresión por hibridación in situ de genes implicados en las vías de Wnt y 
de Notch en el timo embrionario de ratón. Secciones de criostato de timo de ratón de 15,5 
días de gestación hibridadas con sondas específicas para Sfrp1 (A), Sfrp2 (B), Lef1 (C), 
Notch1 (D), Adam10 (E) y Hes1 (F). (A-F) Vista general de la localización del timo, señalado 
con línea punteada. (A’-F’) Vista en detalle del timo hibridado con las distintas sondas. 
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 Como conclusión, estos datos indican que la expresión Sfrp1 en el timo 
embrionario de ratón, que contiene mayoritariamente progenitores DN y algunos 
CD8ISP, es muy homogénea. Sin embargo, en timos neonatales donde la mayor parte 
de las células se encuentran en el estadio DP, la expresión de Sfrp1 se localiza 
principalmente en las células T de la región SCZ, región en la que se encuentran los 
timocitos DN3. Por tanto, Sfrp1 podría tener una función relevante durante el desarrollo 
temprano de los linfocitos T de ratón, en concreto, de las células DN.  
 
1.2. Sfrp1 regula la activación de Notch1 en el timo de ratón. 
 
 La observación de que Sfrp1 se expresa en el timo de ratón sugiere que su 
función podría estar relacionada con la regulación de la vía de Notch1 en los timocitos 
en desarrollo. Se ha descrito que la expresión de Notch1 está finamente regulada 
durante la diferenciación de las células T de ratón y aumenta progresivamente desde los 
progenitores más tempranos hasta el estadio previo al proceso de selección-β (Taghon 
et al., 2006; Yashiro-Ohtani et al., 2009) (Figura 5). Por tanto, nuestro siguiente objetivo 
fue averiguar si Sfrp1 podría regular la vía de Notch1 in vivo. Para ello, utilizamos timos 
de ratones wt y Sfrp1-/- de un día de edad en los que analizamos el estado de activación 
Figura 11. La proteína Sfrp1 se expresa principalmente en los timocitos de la región 
SCZ del timo de ratón. Secciones de criostato de timo de ratones neonatos teñidos con 
anticuerpos frente a Sfrp1 (rojo) y CD45 (verde). DAPI fue usado para la tinción nuclear 
(azul). (A,C) Vista general del timo. (B, D) Expresión de Sfrp1 y CD45 en la región SCZ. 
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de Notch1 mediante inmunohistoquímica de una de sus principales dianas, Hes1 
(Figura 12). Observamos que había mayor expresión de Hes1 en el timo de los ratones 
Sfrp1-/-, siendo esta regulación más evidente en la región SCZ, donde encontramos una 
mayor expresión de Sfrp1 y donde se encuentran los timocitos DN3 (Figura 2). Estos 
datos, apoyan la hipótesis de que Sfrp1 podría inhibir la vía de Notch1 en el timo de 
ratón, induciéndose en su ausencia un incremento en la expresión de Hes1, uno de los 
efectores de la vía. Por tanto, nuestros datos sugieren que Sfrp1 regula la activación de 
Notch en la región SCZ del timo de ratón, donde tiene lugar el proceso de selección-β 
(Figura 2). 
 
 
1.3. Sfrp1 regula la diferenciación de los linfocitos T durante el desarrollo 
intratímico de ratón. 
 
 El estudio de los niveles de expresión de Notch1 durante la diferenciación 
intratímica de los linfocitos T (Figura 5) sugiere la existencia de mecanismos de 
regulación transcripcional que aseguren una alta expresión durante los primeros 
estadios DN y una disminución en los progenitores que sobreviven a la selección-β 
(Taghon et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos por los cuales disminuye la 
activación de la vía de Notch1 inmediatamente después de la selección-β no están 
claros, ya que la expresión en membrana del receptor sigue siendo elevada en los 
timocitos DN4 y CD8ISP, disminuyendo posteriormente en el estadio DP (Fiorini et al., 
2009). En consecuencia, nos preguntamos si el factor Sfrp1 podría ser un modulador de 
Figura 12. Sfrp1 regula la activación 
de la vía de Notch1 en el timo de 
ratón. Secciones de criostato de timo de 
ratones neonatos tratadas con un 
anticuerpo frente a Sfrp1 (rojo). DAPI fue 
usado para la tinción nuclear (azul). 
(A,B) Vista general del timo de ratones 
Wild-type o Sfrp1-/- respectivamente. (A’, 
B’) Expresión de Sfrp1 en la región SCZ 
del timo de ratones Wild-type o Sfrp1-/- 
respectivamente. 
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la señalización mediada por Notch1 durante la diferenciación de los linfocitos T. Para 
abordar este objetivo, se analizó el proceso de diferenciación de los linfocitos T en 
distintas etapas de la vida, tanto embrionaria como postnatal, de ratones wt y Sfrp1-/-. 
 
 1.3.1. Implicación de Sfrp1 en la generación de linfocitos T durante el 
desarrollo embrionario. 
  
 Con el objetivo de estudiar la posible implicación de Sfrp1 durante el proceso de 
diferenciación de los linfocitos T en la vida embrionaria, analizamos las poblaciones 
presentes en el timo de embriones wt y Sfrp1-/- de 15,5 días de gestación, cuando el 
timo está compuesto en su mayoría por células progenitoras DN y una pequeña 
población (<2%) de timocitos CD8ISP (Vaillant et al., 2002). Nuestros datos mostraron 
que los timos procedentes de los ratones Sfrp1-/- presentaban un incremento de dos 
veces en el número total de células (Figura 13A), al compararlos con los timos 
procedentes de los ratones wt de la misma edad. Este incremento se correlacionaba con 
un aumento en la proporción de las poblaciones DN2 y DN3 (Figura 13C y D), que 
preceden al proceso de selección-β, y de la población post-selección-β CD8ISP (Figura 
13B y D), así como en los números absolutos de las mismas (Figura 13E). Por el 
contrario, la población DN1, que incluye a los progenitores más inmaduros presentes en 
el timo, no se vio incrementada de forma significativa (Figura 13D y E), y tampoco 
observamos variaciones significativas en los números de células DN4 (datos no 
mostrados). Considerando que el criterio fenotípico utilizado para definir la población 
DN4 en nuestro análisis (Figura 13C) no excluye la presencia de células de linaje no-T, 
en adelante no consideraremos esta subpoblación en nuestro estudio. 
  
 El incremento de la población DN3 en los ratones Sfrp1-/- sugiere que Sfrp1 
podría ejercer una función específica durante el proceso de selección-β, que acontece 
en este estadio. Este proceso induce la expansión dependiente de Notch1 de los 
timocitos DN3 que han sido seleccionados y su progresión al siguiente estadio 
madurativo (Maillard et al., 2006). En consecuencia, el estadio DN3 incluye dos 
subpoblaciones, una población previa a la selección-β y con niveles bajos del receptor 
CD27, denominada DN3a, y una segunda población, DN3b, que ya ha sufrido la 
selección-β y posee niveles altos del receptor CD27 (Taghon et al., 2006). Por tanto, 
nuestro siguiente objetivo fue analizar ambas subpoblaciones en los embriones de 15,5 
días de gestación.  
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Figura 13. La deficiencia de Sfrp1 induce un incremento de las poblaciones DN2, DN3 y 
CD8ISP en embriones de 15,5 días de gestación. (A) Número de células totales presentes en 
el timo de embriones de 15,5 días de gestación, los timos analizados proceden de ratones wt o 
Sfrp1-/-. (B) Análisis por citometría de flujo de las poblaciones de timocitos CD8+ (izquierda), y 
de los niveles de TCRβic de cada sub-población CD8+ (derecha). Los números indican el 
porcentaje de cada población. (C) Análisis por citometría de flujo de las poblaciones de 
timocitos DN, definidas por los marcadores CD44 y CD25, presentes en el timo de los ratones 
analizados. Los números indican el porcentaje de cada población. Porcentajes (D) o números 
absolutos (E) de las poblaciones indicadas presentes en el timo de los ratones wt o Sfrp1-/-. (E) 
Análisis por citometría de flujo, porcentajes (G) y números absolutos (H) de las poblaciones 
DN3a y DN3b, definidas por los marcadores CD27 y TCRβic, en los ratones indicados. Las 
barras representan la media ± SEM del análisis de al menos 9 embriones de cada grupo. Se 
muestra la significación estadística de los resultados (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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 No encontramos diferencias significativas en la proporción de células DN3a en 
los ratones Sfrp1-/- respecto a los ratones wt, pero observamos que la proporción de 
células DN3b estaba ligeramente aumentada (1,5x) en los primeros (Figura 13F y G). 
Sin embargo, ambas sub-poblaciones DN3 estaban incrementadas en números 
absolutos en los ratones Sfrp1-/- (Figura 13H), por lo que no encontramos diferencias 
significativas en la relación de células DN3b respecto a las DN3a entre ambos grupos 
(Figura 13I). Estos datos indican que Sfrp1 podría regular el número de progenitores en 
estadios madurativos previos a la selección-β, aunque no parece afectar 
significativamente la eficiencia de este proceso en la transición DN3a-DN3b. 
 
 Durante el desarrollo intratímico, la proliferación y expansión celular de los 
progenitores tempranos que no han sufrido todavía el proceso de selección-β está 
regulada por la expresión del IL-7R, cuya transcripción se regula, a su vez, por la 
activación de la vía de Notch1 (González-García et al., 2009). Por tanto, quisimos 
analizar si la deficiencia de Sfrp1 podía tener un impacto sobre la proliferación de las 
poblaciones DN a través de la inducción de la expresión del IL-7R. Para ello, analizamos 
mediante citometría de flujo la expresión del IL-7R en las distintas poblaciones 
presentes en los timos de embriones de E15,5 de ratones wt y Sfrp1-/- (Figura 14A). 
Estos análisis revelaron que la ausencia de Sfrp1 inducía un aumento específico en la 
proporción de células que expresaban el IL-7R en los estadios DN1, DN2, DN3 y 
CD8ISP (Figura 14B), que correlacionaba con un aumento de los números absolutos de 
células IL-7R+ en todas ellas, excepto en la población más inmadura DN1, donde el 
aumento no fue significativo (Figura 14C), lo que concuerda con el hecho de que otras 
citoquinas, además de la IL-7, participan en la expansión de esta subpoblación in vivo. 
Estos datos demuestran que la ausencia de Sfrp1 promueve un incremento en la 
expresión del IL-7R en los estadios anteriores (DN) y posteriores (CD8ISP) al proceso 
de selección-β presentes en el timo embrionario de 15,5 días de gestación, que se 
correlaciona con la expansión de estas poblaciones. Considerando que Notch1 regula la 
expresión del IL-7R tanto en humanos (González-García et al., 2009) como en ratón 
(Mosquera et al., en preparación), podemos concluir que Sfrp1 participa en la regulación 
de la expresión de IL-7R, probablemente mediante el control de la activación de Notch1. 
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 Para analizar si el aumento observado en la expresión del IL-7R se traducía en 
un incremento de la proliferación de las poblaciones presentes en el timo de los 
embriones Sfrp1-/- en respuesta a la IL-7 endógena, realizamos un ensayo de 
incorporación de BrdU. Para ello, se inyectó de manera intraperitoneal BrdU en hembras 
wt o Sfrp1-/- de 15,5 días de gestación y transcurrida una hora, se extrajeron los lóbulos 
tímicos de los embriones. Se analizó mediante citometría de flujo la incorporación de 
BrdU con el objetivo de identificar las células que habían proliferado durante este 
periodo (Figura 15A). No observamos diferencias significativas entre los embriones wt y 
Sfrp1-/- ni en el porcentaje de células que incorporaron BrdU (Figura 15B), ni en el 
porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular, analizadas por tinción con 
Figura 14. La ausencia de Sfrp1 incrementa la expresión del IL-7R en los estadios DN1, 
DN2, DN3 y CD8ISP. (A) Análisis por citometría de flujo de la expresión del IL-7R en las 
distintas poblaciones del timo de embriones de 15,5 días de gestación de ratones wt o Sfrp1-/-
. Los histogramas sombreados en gris representan la tinción con un anticuerpo isotípico 
irrelevante. Se indica el número de células positivas. Porcentaje (B) y números absolutos (C) 
de células positivas para la expresión del IL-7R presentes en el timo de los ratones indicados. 
Las barras representan la media ± SEM del análisis de al menos 9 embriones de cada grupo. 
Se muestra la significación estadística de los resultados (*p<0,05; ***p<0,001). 
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7AAD (datos no mostrados), en ninguna de las subpoblaciones analizadas, lo que 
sugiere que las células de ambos grupos de ratones presentan la misma tasa 
proliferativa a E15,5. Conforme a la mayor celularidad de todas las subpoblaciones 
presentes en el timo de los ratones Sfrp1-/-, observamos un incremento significativo de 
los números absolutos de células que han incorporado BrdU en estas subpoblaciones 
frente a las subpoblaciones control (Figura 15C). Estos datos sugieren que la expansión 
que observamos se produjo en momentos del desarrollo anteriores a E15,5. 
 
 
 
Figura 15. La deficiencia de Sfrp1 no incrementa la proliferación de los timocitos de 
embriones de 15,5 días de gestación. (A) Análisis mediante citometría de flujo de la 
incorporación de BrdU tras un pulso de una hora, en las distintas poblaciones del timo de 
embriones wt o Sfrp1-/- de 15,5 días de gestación. Los histogramas muestran la 
incorporación basal con un anticuerpo isotípico irrelevante. Se indica el porcentaje de 
células positivas. Porcentaje (B) y números (C) de células que han incorporado BrdU 
presentes en las subpoblaciones indicadas presentes en el timo de ratones wt o Sfrp1-/-. 
Las barras representan la media ± SEM del análisis de al menos 6 embriones de cada 
grupo. Se muestra la significación estadística (*p<0,05; ***p<0,001). 
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 Nuestro siguiente objetivo fue determinar si los efectos que veíamos sobre las 
poblaciones DN en los embriones de 15,5 días de gestación se mantenían en momentos 
más avanzados del desarrollo ontogénico. Para ello, analizamos el timo de embriones 
de 16,5 días, momento del desarrollo en el cuál se produce una enorme expansión de 
las células CD8ISP que han sido seleccionadas y su progresión al estadio DP (Xiao et 
al., 2003). En contra del incremento celular observado en los timos de los embriones 
Sfrp1-/- de 15,5 días de gestación, los timos de ratones Sfrp1-/- de 16,5 días presentaban 
una reducción de 2,5 veces en el número total de timocitos, respecto a los animales wt 
(Figura 16A). Conforme a estos datos, observamos que los números totales de 
timocitos wt se incrementaban 5 veces en un día (de E15,5 a E16,5), coincidiendo con la 
enorme expansión que se induce en las células que han sobrevivido al proceso de 
selección-β (Xiao et al., 2003). Por el contrario, los números de timocitos Sfrp1-/- se 
mantuvieron constantes de E15,5 a E16,5, lo que sugiere que la ausencia de Sfrp1 
resulta en una deficiente expansión celular tras el proceso de selección-β. Conforme a 
esta posibilidad, observamos que la transición CD8ISP-DP durante la progresión de 
E15,5 a E16,5 se acompañaba de una expansión celular de 50 veces en los timos wt, 
frente a 2 veces en los timos mutantes. Como resultado, observamos una disminución 
especialmente significativa (50x) de los números absolutos de timocitos CD8ISP y DP 
post-selección-β en los ratones Sfrp1-/- (Figura 16B, C y D). Aunque esta disminución 
se acompañaba del consiguiente incremento en la proporción de progenitores DN 
(Figura 16C), los números absolutos de timocitos DN también disminuyeron un 50% en 
los animales mutantes, respecto a los wt (Figura 16D). Esta disminución fue 
estadísticamente significativa exclusivamente en la población DN1, reflejando una 
pérdida mayoritaria de estos progenitores (Figura 16E y F) que se acompañaba de un 
incremento en la proporción de células DN2 (Figura 16C), lo que sugiere una 
diferenciación acelerada de los primeros. En contra de los datos obtenidos en animales 
de 15,5 días de gestación, la pérdida de Sfrp1 no se reflejó en un incremento de las 
proporciones de células IL-7R+ en las distintas subpoblaciones del timo de embriones de 
16,5 días, en comparación con las correspondientes poblaciones control (Figura 16G). 
Estos resultados sugieren que los timos de los embriones Sfrp1-/- sufren una pérdida 
selectiva de células DN IL-7R+ durante la transición ontogénica de E15,5 a E16,5. En 
conjunto, nuestros datos indican que la ausencia de Sfrp1 provoca la pérdida de células 
progenitoras DN que expresan IL-7R en momentos anteriores al proceso de selección-β 
y, posteriormente, una fuerte inhibición de la expansión de las poblaciones CD8ISP y DP 
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post-selección-β, lo que se refleja en un bloqueo en la transición DN-DP que acontece 
por primera vez en la ontogenia durante la progresión de E15,5 a E16,5.  
 
 
 La disminución de los números de timocitos en los embriones deficientes en 
Sfrp1 podría ser debida a una inhibición de la supervivencia celular. Con el objetivo de 
analizar esta posibilidad, estudiamos la apoptosis de las distintas poblaciones presentes 
en el timo de los embriones de 15,5 días de gestación. El análisis por citometría de flujo 
mediante el marcaje de las células con Anexina V y 7AAD (Figura 17A), reveló que la 
Figura 16. La deficiencia de Sfrp1 impide la generación de las poblaciones post-
selección-β  CD8ISP y DP en embriones de 16,5 días de gestación. (A) Número de células 
totales presentes en el timo de embriones de 15,5 y 16,5 días de gestación de ratones wt o 
Sfrp1-/-. (B) Análisis por citometría de flujo del porcentaje  (C) y número de células (D) de las 
poblaciones presentes en el timo de embriones wt o Sfrp1-/-de E16,5. Las poblaciones fueron 
definidas por los marcadores CD4 y CD8. Los números indican el porcentaje de células de 
cada población. Porcentaje (E) y números absolutos (F) de las distintas poblaciones de 
células DN (CD4-CD8-), definidas por los marcadores CD44 y CD25, presentes en el timo de 
embriones de E16,5. (G) Porcentaje de células IL-7R+ presentes en las distintas poblaciones 
de células DN, en embriones de E16,5. Las barras representan la media ± SEM del análisis 
de al menos 9 embriones de cada grupo. Se muestra la significación estadística (*p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001). 
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ausencia de Sfrp1 provocaba un aumento significativo del porcentaje de células 
apoptóticas incluidas  en todas las poblaciones presentes en el timo de los embriones 
Sfrp1-/- (Figura 17B). Este efecto afectaba de forma más evidente a la población de 
timocitos CD8ISP, en la que observamos una mayoría de células apoptóticas (>80%), lo 
que corrobora que el defecto en supervivencia celular es más acusado en las células 
que han sufrido el proceso de selección-β. 
 
 
 Los timocitos CD8ISP son los precursores inmediatos de las células DP en las 
que se induce por primera vez la expresión del receptor TCRαβ a día 17 de desarrollo 
(Xiao et al., 2003), por lo que nuestro siguiente objetivo fue analizar de forma directa el 
efecto causado por la ausencia de Sfrp1 sobre la supervivencia y maduración de las 
células CD8ISP recién generadas, utilizando cultivos organotípicos de timo fetal (FTOC). 
Para ello, aislamos timos embrionarios de E15,5 procedentes de ratones wt o Sfrp1-/- y 
analizamos su progenie a diferentes días de cultivo (Figura 18A). Comprobamos que, 
Figura 17. La ausencia de Sfrp1 incrementa la apoptosis celular en los estadios DN1, 
DN2, DN3 y CD8ISP. (A) Análisis por citometría de flujo de células apoptóticas definidas por 
la tinción con 7AAD y Anexina V en las distintas poblaciones del timo de embriones wt o 
Sfrp1-/- de 15,5 días de gestación. Los números indican el porcentaje de células de cada 
población. (B) Porcentajes de células vivas y apoptóticas presentes en el timo de los ratones 
indicados en (A). Las barras representan la media ± SEM del análisis de al menos 5 
embriones de cada grupo. Se muestra la significación estadística (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001). 
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como se ha mostrado en la Figura 13, la celularidad de los lóbulos tímicos era mayor en 
los ratones Sfrp1-/- que en los wt (2x), debido a un mayor número de células DN en los 
estadios pre-selección-β. Sin embargo, durante el cultivo, los lóbulos correspondientes a 
los embriones Sfrp1-/- mostraron hasta 10 veces menos células totales que los lóbulos 
de los ratones wt (datos no mostrados). Este descenso correlacionaba con una bajada 
muy significativa en el número de células derivadas de la población CD8ISP que 
progresa a los estadios post-selección-β DP (25x), CD4SP (10x) y CD8SP (20x) (Figura 
18B). Por tanto, la ausencia de Sfrp1 impide la eficiente progresión tras el proceso de 
selección-β lo que resulta en la deficiente generación de timocitos con receptores 
maduros TCRαβ (DP, CD4SP y CD8SP), probablemente debida al incremento en la 
apoptosis de sus progenitores inmediatos CD8ISP.  
 
 
 
 
 
  
Figura 18.  La deficiencia en Sfrp1 impide la generación de timocitos DP y SP en 
FTOC de embriones de 15,5 días de gestación. (A) Representación esquemática de 
cultivo organotípico de timo fetal (FTOC). (B) Número de timocitos DP, CD4SP y CD8SP 
obtenidos de los lóbulos procedentes de ratones wt o Sfrp1-/- a los días de cultivo 
indicados, normalizados respecto al número células al inicio del cultivo. Las barras 
representan la media ± SEM del análisis de al menos 3 lóbulos de cada grupo. Se 
muestra la significación estadística (**p<0,01; ***p<0,001). 
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1.3.2. Implicación de Sfrp1 en la generación de linfocitos T en la vida postnatal. 
 
 Tras analizar el papel de Sfrp1 durante la diferenciación T en estadios 
embrionarios, quisimos estudiar el efecto de Sfrp1 en el desarrollo de los linfocitos T de 
ratón durante la vida postnatal, cuando ya ha tenido lugar el proceso de selección 
positiva y negativa de los timocitos con receptores TCRαβ y se han generado las 
poblaciones maduras CD4SP y CD8SP. Para ello, analizamos el timo de ratones 
neonatos, tanto wt como Sfrp1-/-, observando una disminución significativa (3x) de 
timocitos totales en los ratones Sfrp1-/- con respecto a los wt, similar a la observada en 
los embriones de E16,5 (Figura 19A).  
 
 
 Esta disminución afectaba en términos absolutos a todas las poblaciones 
intratímicas, aunque sólo las células DP mostraron una disminución significativa (4x), en 
comparación con la población DP control (Figura 19B, C y D), lo que correlacionaba con 
un incremento relativo de timocitos CD4SP y CD8SP (Figura 19C). Dentro de la 
población DN, observamos un descenso significativo en los números de progenitores 
Figura 19. La deficiencia de Sfrp1 afecta la generación de células DP en ratones 
neonatos. (A) Número de células totales presentes en el timo neonatal de ratones wt o Sfrp1-/-. 
(B) Análisis por citometría de flujo, (C) proporción y (D) número de células de las poblaciones 
DN, DP y SP definidas por los marcadores CD4 y CD8, presentes en el timo de los ratones en 
(A). (E) Porcentaje y (F) número absoluto de células en las distintas poblaciones DN, definidas 
por los marcadores CD44 y CD25, presentes en el timo de ratones neonatos. Las barras 
representan la media ± SEM del análisis de 3 ratones de cada grupo Se muestra la significación 
estadística (*p<0,05). 
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DN1 y DN2, tanto en términos absolutos como relativos, que es compatible con una 
pérdida selectiva de los mismos (Figura 19E y F). Por tanto, la ausencia de Sfrp1 
induce la pérdida de progenitores DN1 y DN2 con la edad. Además, al igual que en los 
embriones de E16,5, el número de células post-selección-β DP se encuentra disminuido 
en los ratones neonatos deficientes para Sfrp1, y esta disminución también se observa 
en las poblaciones SP posteriores. Estos datos indican que la deficiencia en el proceso 
de selección-β que se observa en los embriones Sfrp1-/- se mantiene en el momento del 
nacimiento. 
 
 Finalmente, analizamos los timos procedentes de ratones wt o Sfrp1-/- adultos 
(2,5 meses), edad a la que se ha alcanzado la máxima expansión celular intratímica. No 
observamos diferencias significativas ni en el número de células totales (Figura 20A), ni 
en ninguna de las poblaciones mayoritarias DP, CD4SP y CD8SP entre ambos grupos 
de ratones (Figura 20B). Sin embargo, observamos una disminución significativa tanto 
en números relativos como absolutos de la población DN1 en los timos Sfrp1-/- (Figura 
20C y D), lo que sugiere un agotamiento selectivo de los precursores más inmaduros 
DN1 en los ratones Sfrp1-/-  adultos.  
 
 
  
  
Figura 20. La deficiencia de 
Sfrp1 no afecta a la 
generación de timocitos 
maduros en ratones adultos. 
Número de timocitos totales (A)  
o de las distintas poblaciones 
(B), definidas por los marcadores 
CD4 y CD8, presentes en el timo 
de ratones wt o Sfrp1-/- de 2,5 
meses de edad. Porcentaje (C) y 
número absolutos (D) de las 
distintas poblaciones de DNs 
(CD4-CD8-), definidas por los 
marcadores CD44 y CD25, 
presentes en el timo de ratones 
indicados. Las barras 
representan la media ± SEM del 
análisis de al menos 4 ratones 
de cada grupo, se muestra la 
significación estadística 
(*p<0,05; **p<0,01). !
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 En resumen, nuestros resultados indican que la pérdida de la expresión de Sfrp1 
previa al estadio embrionario E15,5 genera un aumento en los números de progenitores 
DN (Figura 21A y B), asociado a una diferenciación acelerada de los mismos durante la 
ontogenia y al incremento en la expresión del IL-7R. Sin embargo, esta sobre-expresión 
también se asocia a un incremento en la apoptosis de las poblaciones DN, que se 
traduce en una pérdida de progenitores a lo largo del desarrollo ontogénico (Figura 
21C). Además, el efecto sobre la apoptosis y la pérdida celular es mucho más acusado 
en aquellos timocitos que alcanzan el estadio DN3 y se someten al proceso de 
selección-β, lo que da lugar a una dramática reducción de los números de células 
CD8ISP y DP (50x) y, por consiguiente, un bloqueo en la transición DN-DP en el estadio 
ontogénico E16,5, coincidiendo con la edad gestacional en la que se induce la 
expansión de las poblaciones que han superado el proceso de selección-β (Figura 
21D). Este bloqueo se compensa en ratones adultos deficientes en Sfrp1 por la 
expansión y/o acumulación progresiva de las células post-selección-β que sobreviven, 
tanto CD8ISP, como DP y SP, pero se acompaña de una pérdida selectiva de los 
progenitores intratímicos más tempranos DN1, seguramente debido a su diferenciación 
incrementada (Figura 21C). Se observa también un ligero incremento en proporciones y 
número de timocitos SP CD4+, que podría sugerir un control de Sfrp1 sobre el proceso 
de selección positiva. Por lo tanto, Sfrp1 parece ser fundamental en el control de la 
homeostasis de los progenitores de los linfocitos T durante su desarrollo, regulando su 
supervivencia y su dinámica de diferenciación antes y, especialmente, durante el 
proceso de selección-β. 
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Figura 21. Regulación diferencial en función de la edad de la distribución y de la 
generación de las poblaciones presentes en el timo en ausencia de Sfrp1. (A) Números 
de timocitos totales presentes en los ratones wt o Sfrp1-/- en distintas edades embrionarias y 
postnatales. (B) Gráfico circular de los porcentajes de las distintas poblaciones DN, DP y SP 
(CD4, CD8), definidas por los marcadores CD4 y CD8, presentes en los ratones en (A). (C) 
Cinéticas de generación de las distintas subpoblaciones DN (DN1-DN4), DP y SP (CD4, 
CD8), en números absolutos. (D) Relación entre las poblaciones DN y CD8ISP a E15,5 y 
E16,5 presentes en el timo de los ratones indicados. Las barras representan la media ± SEM 
del análisis de al menos 3 ratones de cada grupo. Se muestra la significación estadística 
(*p<0,05; **p<0,01). !
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2. Relevancia funcional de SFRP1 en la fisiopatología de la leucemia T 
linfoblástica aguda. 
 
 El estudio de la expresión y función de Sfrp1 durante el desarrollo ontogénico de 
los linfocitos T de ratón sugiere un papel regulador de la activación de Notch1 en dos 
momentos críticos del desarrollo en los que los precursores intratímicos se expanden en 
respuesta a los receptores de membrana IL-7R o preTCR, cuya expresión está regulada 
transcripcionalmente por Notch1. Es sabido que la desregulación de la activación de 
Notch1 durante este proceso tiene consecuencias fatales, dando lugar a la generación 
de más del 60% de las leucemias T-ALL, lo que sugiere que Sfrp1 pueda regular 
indirectamente el proceso leucemogénico mediante la regulación de Notch1. Por tanto, 
nuestro siguiente objetivo fue determinar el efecto de Sfrp1 sobre la activación de la vía 
de Notch1 en leucemias T-ALL.   
 
2.1. SFRP1 regula la activación de NOTCH1 en T-ALL. 
 2.1.1. Efecto de SFRP1 sobre la activación de NOTCH1 en líneas celulares T-
ALL. 
 
 Para establecer la función de SFRP1 sobre la activación de la vía de NOTCH1, 
utilizamos líneas celulares T-ALL humanas portadoras de mutaciones activadoras de 
NOTCH1, que se cultivaron en presencia de sobrenadantes condicionados enriquecidos 
en la proteína SFRP1. Los sobrenadantes procedían del cultivo de células JURKAT 
infectadas con un vector lentiviral bicistrónico que codifica para SFRP1 y GFP (SFRP1-
IRES-GFP) (Figura 22A). La eficiencia de la infección de las células JURKAT se 
determinó mediante citometría de flujo (Figura 22B), comprobando que todas las células 
expresaban GFP y, por tanto, SFRP1. Como control, las células JURKAT se infectaron 
con el mismo vector portador únicamente de GFP (IRES-GFP) (Figura 22A). Para 
generar los sobrenadantes condicionados, las células transducidas se cultivaron a una 
concentración elevada (106 células/ml) durante distintos días de cultivo. Los 
sobrenadantes de los cultivos de células JURKAT control o SFRP1+ se analizaron 
confirmando la presencia de SFRP1 mediante Western Blot a los distintos días de 
cultivo analizados (1 – 4), para lo que se utilizó un anticuerpo específico frente al 
dominio CRD de la proteína. Observamos la producción de SFRP1 desde las 24h de 
cultivo, a los diferentes días analizados, detectándose además la aparición de formas 
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fragmentadas correspondientes al dominio CRD de la proteína (Bhat et al., 2007) a partir 
de día 3 de cultivo (Figura 22C).  
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 Para determinar la posible función de SFRP1 como inhibidor de la activación de 
NOTCH1, utilizamos la línea celular HPB-ALL, portadora de mutaciones activadoras en 
los dominios HD y PEST de NOTCH1, en la que la activación de NOTCH1, y la 
consiguiente liberación de su dominio intracelular (ICN1), es dependiente de la acción 
de las metaloproteasas ADAM (Tabla 6). Analizamos por Western Blot los niveles de 
expresión de ICN1 en las células HPB-ALL cultivadas con sobrenadantes procedentes 
del cultivo de uno o dos días de las células JURKAT transducidas con SFRP1, y 
observamos una bajada significativa en los niveles de expresión de ICN1, respecto a las 
células cultivadas en presencia de sobrenadantes control (Figura 23A y B). Sin 
embargo, los sobrenadantes de días posteriores, en los que detectamos proteína 
SFRP1 parcialmente fragmentada (Figura 22C), no inhibieron la activación de NOTCH1 
(Figura 23C), lo que sugiere que la función inhibitoria de SFRP1 sobre la vía de 
NOTCH1 es impedida en presencia de fragmentos de SFRP1 (entre los que se 
encuentra el dominio CRD), que parecen competir con la función de la molécula intacta.  
Figura 22. Generación de sobrenadantes condicionados enriquecidos en 
SFRP1. (A) Representación esquemática de los vectores lentivirales bicistrónicos 
generados para sobreexpresar SFRP1 en células JURKAT, (B) Análisis por citometría 
de flujo de la expresión de GFP en las células JURKAT transducidas con los vectores 
mostrados en (A). El histograma sombreado en color gris representa la fluorescencia 
basal de células control que no han sido transducidas. (C) Análisis mediante Western 
Blot de los sobrenadantes generados durante distintos días tras cultivar las células 
JURKAT transducidas como en B. Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). 
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La especificidad de la función inhibitoria de SFRP1 sobre la activación de 
NOTCH1 se demostró en experimentos de dosis-respuesta en células HPB-ALL, 
utilizando concentraciones crecientes de sobrenadantes control o SFRP1. Tras una hora 
de incubación, observamos una bajada gradual en los niveles de ICN1, que 
correlacionaba con el aumento de la concentración de SFRP1 en los cultivos (Figura 
24A y B). Sin embargo, en ninguno de los experimentos observamos una inhibición total 
de la activación de NOTCH1. Para analizar si esta activación basal era dependiente del 
tiempo de cultivo, realizamos un experimento similar en el que las células HPB-ALL se 
cultivaron con sobrenadantes SFRP1 durante distintos tiempos, sin observar cambios 
significativos dependientes del tiempo en un intervalo de 30 a 90 minutos (Figura 24C y 
D). Por tanto, SFRP1 bloquea, al menos parcialmente, la activación de NOTCH1 
analizada por la disminución de su forma activa, ICN1. 
 
 
Figura 23. La presencia de fragmentos portadores del dominio CRD de la proteína 
SFRP1 impide su función inhibitoria sobre la activación de NOTCH1. (A) Análisis 
mediante Western Blot de la forma activa de NOTCH1 (ICN1) en células HPB-ALL 
tratadas con sobrenadantes condicionados control o SFRP1 obtenidos durante distintos 
días de cultivo. (B) Cuantificación de los niveles de ICN1 con respecto a TUBULINA  
mostrados en A. (C) Cuantificación de los niveles de ICN1 con respecto a TUBULINA 
expresados por células HPB-ALL incubadas con sobrenadantes condicionados que 
contienen o no SFRP1 fragmentado. Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). 
Las barras representan la media ± SEM. Se muestra la significación estadística 
(***p<0,001). 
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 Estos datos sugieren que la base molecular de la función inhibitoria de SFRP1 en 
células T-ALL debe estar relacionada con la regulación de la actividad ADAM, implicada 
en el corte proteolítico del receptor NOTCH1, como describió previamente el grupo de la 
Dra. Bovolenta en la neurogénesis de retina de ratón (Esteve et al., 2011). Para 
comprobar esta posibilidad, utilizamos los sobrenadantes de células JURKAT de dos 
días de cultivo y analizamos el impacto de SFRP1 sobre la activación de NOTCH1 en 
distintas líneas celulares T-ALL. Utilizamos cuatro líneas celulares portadoras de 
diferentes mutaciones en NOTCH1 (Tabla 6): HPB-ALL y DND41, con mutaciones en el 
dominio HD y en el dominio PEST, en las que la activación de NOTCH1 es dependiente 
del corte por proteínas ADAM; y CUTLL1 y SUPT1, con translocaciones cromosómicas 
que generan una forma truncada del receptor NOTCH1, que induce la activación de la 
vía independiente de la función metaloproteasa de ADAM (Figura 25A).   
 
  
  
Figura 24. La inhibición de NOTCH1 es dependiente de la concentración de SFRP1. 
Análisis mediante Western Blot de la forma activa de NOTCH1 (ICN1) en células HPB-ALL 
tratadas con sobrenadantes condicionados con distintas concentraciones de SFRP1 (A) o 
incubadas durante distintos tiempos (C). (B, D) Cuantificación de los niveles de ICN1 respecto 
a TUBULINA mostrados en A y C, respectivamente. Se indica el peso molecular en 
Kilodaltons (KDa). 
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 Cuando cultivamos estas líneas celulares en presencia de SFRP1, observamos 
una bajada significativa de los niveles de la forma procesada ICN1 únicamente en las 
células HPB-ALL y DND41, comparadas con las mimas células cultivadas con los 
sobrenadantes control. (Figura 25B y D). Por el contrario, en las líneas celulares 
CUTLL1 y SUPT1 no observamos ninguna variación en los niveles de expresión de 
ICN1 en presencia de SFRP1 (Figura 25B y D). Por lo tanto, estos datos confirman que 
SFRP1 reduce los niveles de activación de NOTCH1 exclusivamente en las líneas 
celulares T-ALL en las que la activación constitutiva de NOTCH1 es dependiente del 
procesamiento por ADAM. 
 
Tabla 6. Estado mutacional de NOTCH1 en las líneas celulares utilizadas en este 
estudio.  
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 2.1.2. Efecto de SFRP1 sobre la activación de NOTCH1 en leucemias humanas 
T-ALL primarias. 
 
 La modulación negativa de la activación de NOTCH1 por SFRP1 en líneas 
leucémicas portadoras de mutaciones activadoras de NOTCH1 es especialmente 
relevante considerando que más del 60% de las T-ALL primarias humanas portan este 
tipo de mutaciones (Weng et al., 2004). Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue 
determinar el efecto de SFRP1 sobre la activación de NOTCH1 en leucemias humanas 
primarias. Con este fin, establecimos una colaboración con el Dr. Adolfo Ferrando 
(Columbia University, NY), que nos permitió seleccionar leucemias T-ALL portadoras de 
mutaciones activadoras de la vía de NOTCH1 dependientes del procesamiento por  
Figura 25. SFRP1 reduce los niveles de activación de NOTCH1 en líneas T-ALL con 
mutaciones en el dominio HD. (A) Representación esquemática de la localización de las 
mutaciones en NOTCH1 en las líneas celulares utilizadas. (B) Análisis mediante Western 
Blot de la expresión de la forma intracelular activa de NOTCH1 (ICN1) en las líneas 
celulares representadas en A, incubadas durante 1h con sobrenadantes condicionados 
control o SFRP1. (C) Cuantificación de los niveles de ICN1 en las líneas cultivadas como se 
muestra en (B). Los datos corresponden a tres experimentos independientes analizados 
respecto a la expresión de TUBULINA. Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). 
Las barras representan la media ± SEM. Se muestra la significación estadística (ns: no 
significativo; **p<0,01; ***p<0,001). 
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ADAM, y que, por tanto, pudieran ser susceptibles de la inhibición por SFRP1. 
Realizamos ensayos de secuenciación de Sanger en una cohorte de leucemias 
primarias de pacientes diagnosticados de T-ALL, de las que se seleccionaron dos 
leucemias primarias con dichas características, PDTALL19 y PDTALL26 (Figura 25A). 
Ambas leucemias expresaban los marcadores CD4 y CD8, y carecían de CD3 y TCRαβ, 
así como de TCRγδ; y ambas eran positivas para la expresión del IL-7R (Figura 25B y 
datos no mostrados), por lo que se clasificaron como leucemias del grupo T-II 
(inmaduras) (Bene et al., 1995).  
 
 Las leucemias T-ALL seleccionadas se expandieron en xenotrasplantes seriados 
en ratones inmunodeficientes Rag2-/-γc-/- previamente irradiados, utilizando células 
leucémicas aisladas del bazo de receptores primarios  (Figura 27A). El análisis de la 
sangre periférica de los ratones trasplantados (Figura 27B), reveló que a las 3-4 
semanas post-trasplante se podían detectar células leucémicas en circulación. Todos 
los ratones trasplantados, independientemente del número de células inoculadas (5x105 
– 1x106), desarrollaron de manera eficiente leucemia T-ALL y fueron sacrificados 
Figura 26. Características genéticas y fenotípicas de las leucemias T-ALL primarias 
seleccionadas. (A) Análisis mutacional de NOTCH1 en las leucemias primarias 
PDTALL19 y PDTALL26, realizado mediante secuenciación de Sanger. (B) 
Caracterización fenotípica por citometría de flujo de las leucemias analizadas en A. Las 
células primarias se expandieron por xenotrasplante en ratones inmunodeficientes 
previamente a su análisis.  
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usando el criterio de punto final. El análisis de los distintos órganos de estos ratones 
indicó que las leucemias habían infiltrado órganos linfoides como el timo, la MO y el 
bazo; y órganos no linfoides, como el hígado y el cerebro (Figura 27C y D), lo que 
recapitula eficientemente la enfermedad en pacientes. 
 
  
 Las células leucémicas procedentes del bazo y de la médula ósea de estos 
animales se cultivaron durante 4 horas con sobrenadantes condicionados enriquecidos 
en SFRP1 o sobrenadantes control procedentes de las células JURKAT. Analizamos 
mediante Western Blot la activación de la vía de Notch1 en las células T-ALL primarias, 
Figura 27. Expansión in 
vivo de leucemias T-ALL 
en ratones inmuno-
deficientes. (A) Esquema 
del modelo de 
xenotrasplante. Las 
células leucémicas fueron 
inyectadas de manera 
intravenosa en el seno 
retro-orbital de ratones 
inmunodeficientes 
previamente irradiados. 
(B) Porcentaje de células 
CD45+ en sangre 
periférica a distintas 
semanas post-trasplante. 
Porcentajes (C) y números 
totales (D) de células 
leucémicas CD45+, 
detectadas en la MO, 
bazo, hígado, cerebro y 
timo de los ratones 
trasplantados como en A a 
semana 4 (izquierda) y 6 
post-trasplante (derecha).  
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observando que SFRP1 inducía una bajada significativa en la expresión de NOTCH1 
activo (ICN1) así como de su diana C-MYC, en ambas leucemias (Figura 28). Estos 
datos indican que SFRP1 inhibe la activación de NOTCH1 en leucemias primarias de 
pacientes diagnosticados de T-ALL con mutaciones activadoras de NOTCH1 
dependientes de las ADAM, lo que sugiere que el tratamiento con SFRP1 puede ser una 
eficiente estrategia  para el tratamiento de este tipo de leucemias. 
 
 
2.2. SFRP1 inhibe la activación de NOTCH1 mediante la regulación de la actividad 
de las metaloproteasas ADAM.  
 
 Los datos presentados sugieren que SFRP1 inhibe la activación de NOTCH1 en 
líneas celulares y leucemias primarias T-ALL mediante la inhibición directa de la función 
enzimática de las ADAM, implicadas en el procesamiento de ICN1. Aunque tanto 
ADAM10 como ADAM17 son capaces de activar la vía de NOTCH1, se ha propuesto 
que, en condiciones fisiológicas, la activación de NOTCH1 se induciría 
Figura 28. SFRP1 disminuye la activación de NOTCH1 en leucemias primarias T-
ALL con mutaciones activadoras de NOTCH1 en el dominio HD dependientes del 
procesamiento por ADAMs. (A, C) Análisis mediante Western Blot de la expresión de la 
forma activa de NOTCH1 (ICN1) y C-MYC en las leucemias primarias PDTALL19 y 
PDTALL26 tras la incubación durante 4 horas con sobrenadantes enriquecidos en SFRP1 
o sobrenadantes control. (B, D) Cuantificación de los niveles de ICN1 y C-MYC con 
respecto a TUBULINA de tres experimentos independientes realizados como en A y C. 
Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). Las barras representan la media ± 
SEM, se muestra la significación estadística (*p<0,05; **p<0,01). 
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preferencialmente a través de ADAM10 (Tian et al., 2008). Sin embargo, el grupo del Dr. 
Adolfo Ferrando (Columbia University, NY), entre otros, describió que en condiciones 
patológicas, como pueden ser las T-ALLs con mutaciones en NOTCH1, ambas 
metaloproteasas contribuyen a la activación oncogénica de NOTCH1 (Bozkulak y 
Weinmaster, 2009; Sulis et al., 2011). Considerando, además, que se ha descrito que 
Sfrp1 y Sfrp3 son capaces de inhibir la actividad de ADAM10 y ADAM17, en otros 
sistemas (Esteve et al., 2011a; Oldefest et al., 2015), nuestro siguiente objetivo fue 
comprobar de forma directa el efecto inhibidor de SFRP1 sobre la actividad de las 
metaloproteasas ADAM. Para ello, utilizamos un ensayo enzimático de la actividad 
ADAM medido por emisión de fluorescencia en células HPB-ALL que expresan al menos 
ADAM10 y ADAM17 (Sulis et al., 2011), tras su incubación durante 45 minutos con 
concentraciones crecientes de proteína recombinante humana SFRP1 (Figura 29A).  
 
Figura 29. SFRP1 disminuye la actividad de las metaloproteasas de la familia ADAM. (A) 
Análisis mediante Western Blot de la proteína SFRP1 utilizada en B, C y D. (B) Representación 
en fluorescencia relativa de la actividad de las metaloproteasas de la familia ADAM tras incubar 
45 minutos la línea celular HPB-ALL en presencia de distintas cantidades de SFRP1. (C) 
Análisis mediante Western Blot de la forma activa de NOTCH1 (ICN1) de células HPB-ALL 
tratadas con distintas cantidades de SFRP1. (D) Cuantificación de los niveles de ICN1 con 
respecto a TUBULINA mostrados en C. Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). Las 
barras representan la media ± SEM de tres experimentos independientes. Se muestra la 
significación estadística (**p<0,01). 
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 Como se muestra en la Figura 29B, observamos una disminución significativa de 
la actividad ADAM dependiente de la concentración de SFRP1. Esta disminución  se 
correlacionaba con una bajada de los niveles de activación de NOTCH1 (ICN1), sin 
encontrar ninguna diferencia en los niveles de ICN1 a concentraciones de SFRP1 
menores de 0,25 μg/ml (Figura 29C y D). Por tanto, nuestros resultados confirman que 
la inhibición de la activación de NOTCH1 mediada por SFRP1 en leucemias T-ALL es 
debida a la inhibición de la actividad de ADAM10 y/o ADAM17. 
 
 Considerando que el ensayo de actividad enzimática utilizado permite detectar la 
actividad de varias ADAMs: ADAM9, ADAM10 y ADAM17, quisimos determinar cuál de 
ellas estaba siendo inhibida por SFRP1 en las células HPB-ALL. Para ello, utilizamos en 
el ensayo distintos inhibidores específicos: un inhibidor de ADAM10 (GI254023X) (5 
μM), un inhibidor dual de ADAM10 y ADAM17 (GW280264) (10 μM), un inhibidor de la 
γ-secretasa (GSI) (compuesto E, 200 nM) como control positivo y DMSO como control 
negativo, y comprobamos si eran capaces de inhibir la activación de NOTCH1 en 
células HPB-ALL a tiempos cortos. Tras 45 minutos de incubación se analizaron los 
niveles de activación de NOTCH1 (ICN1) mediante Western Blot. De esta manera 
comprobamos que todos los inhibidores utilizados fueron capaces de disminuir la 
activación de NOTCH1 en las células HPB-ALL (Figura 30A y B). Seguidamente, 
realizamos el ensayo de fluorescencia para medir la actividad ADAM, incluyendo una 
condición en presencia de SFRP1 (0,5 μg/ml). Observamos que tanto SFRP1 como el 
inhibidor específico de ADAM10 disminuían significativamente la actividad ADAM, sin 
encontrar diferencias entre ambos compuestos (Figura 29C). Sin embargo, en 
presencia del inhibidor dual de ADAM10 y ADAM17 se incrementaba de manera 
significativa la inhibición de la actividad ADAM hasta un 20% más, comparado con la 
inhibición mediada por SFRP1 y el inhibidor específico de ADAM10. Por tanto, estos 
datos sugieren que SFRP1 podría estar inhibiendo únicamente ADAM10 en T-ALLs, 
debido a que su efecto es similar al del inhibidor específico de ADAM10.  
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2.3. Estudio de la función de SFRP1 en la progresión tumoral de las leucemias T-
ALL dependientes de NOTCH1.  
 
2.3.1. SFRP1 inhibe la proliferación in vitro e in vivo de líneas celulares T-ALL. 
 
Estudios pioneros realizados por el grupo del Dr. Adolfo Ferrando demostraron la 
dependencia de la activación de NOTCH1 en el mantenimiento de la viabilidad y la 
proliferación in vitro de líneas y leucemias primarias T-ALL portadoras de mutaciones 
activadoras de NOTCH1 (Palomero et al., 2006b; Weng et al., 2004). Para analizar si el 
efecto de SFRP1 sobre la inhibición de la activación de NOTCH1 se reflejaba en la 
proliferación leucémica, realizamos estudios de ganancia de función mediante la sobre-
expresión de la proteína SFRP1 humana por transducción lentiviral con un vector 
Figura 30. SFRP1 disminuye la actividad de las metaloproteasas de la familia ADAM 
con la misma eficiencia que el inhibidor específico de ADAM10. (A) Western Blot de 
la forma activa de NOTCH1 (ICN1) en células HPB-ALL tratadas durante 45 minutos con 
distintos inhibidores de la vía de NOTCH1: inhibidor de la γ-secretasa (GSI) (200nM), 
inhibidor de ADAM10 (GI254023X) (5µM) e inhibidor dual de ADAM10 y ADAM17 
(GW280264) (10µM). Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). (B) Cuantificación 
de los niveles de ICN1 con respecto a TUBULINA mostrados en A. (C) Representación 
en fluorescencia relativa de la actividad de las metaloproteasas ADAM en presencia de 
distintos inhibidores de su función proteolítica. Las barras representan la media ± SEM de 
tres replicados. Se muestra la significación estadística (**p<0,01; ***p<0,001). 
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bicistrónico que expresa SFRP1 y GFP o sólo GFP como control, en líneas celulares T-
ALL (Figura 31A). Estas líneas celulares presentan distintas formas de la molécula 
NOTCH1 (Tabla 6): las células JURKAT poseen el receptor wt, las células HPB-ALL y 
DND41 poseen mutaciones en el dominio HD y PEST, y las líneas celulares CUTLL1 y 
SUPT1 poseen translocaciones en NOTCH1 (Figura 23A).  El análisis por citometría de 
flujo de la expresión de GFP en las células transducidas, reveló que ambos vectores 
(GFP y SFRP1) mostraban eficiencias de transducción de casi el 100% en todas las 
líneas analizadas, excepto en la línea celular HPB-ALL, por lo que se realizó una 
separación celular mediante citometría de flujo para así obtener una población 
homogénea para la expresión de GFP (datos no mostrados). Tras la transducción, se 
comprobó mediante Western Blot que todas las líneas celulares expresaban SFRP1 en 
los lisados y que además eran capaces de secretar la proteína al medio extracelular 
(Figura 31B). 
 
 
 Con el objetivo de comprobar si SFRP1 era capaz de inhibir la activación de 
NOTCH1 de forma autocrina, se realizaron cultivos de la línea celular HPB-ALL 
transducida con el vector que codifica para SFRP1 o el vector control a concentraciones 
altas (106 células/ml). Analizamos mediante Western Blot los niveles de activación de 
NOTCH1 (Figura 32A y B), observando una inhibición selectiva de ICN1 en las células 
Figura 31. La sobre-
expresión de SFRP1 en 
líneas T-ALL produce la 
liberación de SFRP1 al 
medio extracelular. (A) 
Análisis por citometría de 
flujo de la sobre-expresión 
de SFRP1 y GFP o sólo el 
control GFP en distintas 
líneas celulares T-ALL con 
mutaciones activadoras de 
la vía de NOTCH1. El 
histograma sombreado de 
color gris representa el 
control de células no 
transducidas. (B) Western 
Blot de los sobrenadantes 
y lisados generados a 
partir de las líneas 
celulares mostradas en A. 
Se indica el peso 
molecular en Kilodaltons 
(KDa) 
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que expresaban SFRP1. Además, pudimos observar que los niveles de la proteína C-
MYC en estas células también se veían afectados cuando se sobre-expresaba SFRP1 
(Figura 32A y C). 
 
 
 Por tanto, SFRP1 se secreta correctamente y es capaz de inhibir la vía de 
NOTCH1 de forma autocrina en líneas T-ALL. Para analizar si este efecto de SFRP1 
tenía consecuencias en la proliferación de las líneas celulares T-ALL dependientes de 
NOTCH1, analizamos la expansión durante diez días de cultivo de las cuatro líneas T-
ALL transducidas con SFRP1 (Figura 31) y de la línea JURKAT como control (Figura 
22). Los datos obtenidos mostraron que la sobre-expresión de SFRP1 inhibía 
significativamente la proliferación de las líneas celulares que poseen mutaciones en el 
domino HD de NOTCH1 (HPB-ALL y DND41); sin embargo, la proliferación no se veía 
afectada en las líneas celulares con translocaciones en NOTCH1 y son independientes 
de la activación mediada por las ADAM (CUTLL1 y SUPT1), ni en la línea celular que 
expresa el receptor wt (JURKAT) (Figura 33). Por tanto, SFRP1 es un regulador de la 
proliferación de líneas celulares T-ALL con mutaciones en el dominio HD de NOTCH1. 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. La expresión ectópica de SFRP1 en líneas T-ALL regula de manera autocrina 
la activación de NOTCH1. (A) Análisis mediante Western Blot de la forma activa de 
NOTCH1 y C-MYC en la línea celular HPB-ALL sobre-expresando SFRP1 o el control GFP 
tras 72h de cultivo. Se indica el peso molecular en Kilodaltons (KDa). Cuantificación de los 
niveles de ICN1 (B) y C-MYC (C) con respecto a TUBULINA de tres experimentos 
independientes realizados como en A. Las barras representan la media ± SEM. Se muestra la 
significación estadística (*p<0,05). 
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 Finalmente, quisimos analizar el posible potencial anti-oncogénico de SFRP1 in 
vivo, para lo que se realizaron trasplantes subcutáneos de las líneas celulares 
leucémicas con mutaciones en NOTCH1 transducidas con el vector lentiviral portador de 
SFRP1 y GFP o un vector control GFP, en ratones inmunodeficientes NOD.Cg-
Prkdcscidil2rgtm1Wjl/SzJ (NSG). Observamos un retraso significativo en el crecimiento de 
los tumores subcutáneos generados a partir de las células portadoras de SFRP1 en las 
líneas celulares con mutaciones en el dominio HD de NOTCH1 (HPB-ALL y DND41), sin 
observar ningún efecto en las líneas celulares con translocación en NOTCH1 (CUTLL1) 
o con el receptor wt (JURKAT) (Figura 34). En conclusión, nuestros datos indican que la 
sobre-expresión de SFRP1 reduce la proliferación in vitro y la progresión tumoral in vivo, 
selectivamente en líneas celulares T-ALL en las que la activación constitutiva de 
NOTCH1 es dependiente de la función de las metaloproteasas ADAM. 
 
 
 
 
 
Figura 33. La sobre-expresión de SFRP1 reduce la proliferación in vitro de las líneas 
celulares leucémicas dependientes de NOTCH1 con mutaciones en el dominio HD. 
Proliferación de distintas líneas celulares T-ALLs con mutaciones en NOTCH1 transducidas 
con SFRP1 y GFP, o sólo GFP, mantenidas en cultivo durante 10 días. Las barras 
representan la media ± SEM de tres experimentos independientes. Se muestra la 
significación estadística (*p<0,05; **p<0,01). 
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2.3.2.  Efecto de SFRP1 en la progresión de leucemias T-ALL primarias. 
 
 Nuestro siguiente objetivo fue determinar si SFRP1 podía regular la progresión y 
la expansión in vivo de leucemias primarias de pacientes diagnosticados de T-ALL. Con 
este fin utilizamos las leucemias PDTALL19 y PDTALL26 portadoras de mutaciones en 
el dominio HD (Figura 26) previamente expandidas en ratones inmunodeficientes 
(Figura 27). Estas células leucémicas fueron transducidas con el vector bicistrónico 
lentiviral que codifica para SFRP1 y GFP o sólo GFP, como control negativo, y se 
mantuvieron en cocultivo sobre un estroma de células OP9 en presencia de IL-7 durante 
tres días. Transcurrido este tiempo, se analizó la eficiencia de las infecciones mediante 
citometría de flujo, observándose una eficiencia del 5-25% (Figura 35B y D), por lo que 
se realizó un aislamiento de las células transducidas mediante citometría de flujo, en 
base a la expresión de los marcadores CD45 y GFP, con el fin de que todas las células 
secretaran SFRP1 (Figura 35C y E). Posteriormente se inyectaron 50.000 células 
Figura 34. La sobre-expresión de SFRP1 reduce la expansión tumoral in vivo de T-ALLs 
dependientes de NOTCH1 con mutaciones en el dominio HD. (A) Progresión tumoral in 
vivo de implantes subcutáneos de líneas celulares T-ALL transducidas con SFRP1 o con el 
control GFP en ratones NSG. (B) Volumen del tumor en un día concreto de A. Las barras 
representan la media ± SEM de al menos tres ratones por grupo. Se muestra la significación 
estadística (*p<0,05). 
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control o SFRP1+ en el seno retro-orbital de ratones inmunodeficientes NSG 
previamente irradiados (Figura 35A), y analizamos la progresión tumoral a lo largo del 
tiempo en los ratones trasplantados. 
 
 
 Todos los ratones trasplantados, tanto con células leucémicas control como 
SFRP1, desarrollaron la enfermedad y fueron sacrificados de acuerdo al criterio de 
punto final entre 45 y 60 días post-trasplante, lo que pone de manifiesto la agresividad 
de las leucemias analizadas. No se observaron diferencias significativas en cuanto a 
supervivencia entre ambas condiciones (control o SFRP1)  en ninguna de las dos 
leucemias analizadas (Figura 36A). Además, en ambas condiciones las leucemias 
colonizaron eficientemente los órganos periféricos de los ratones trasplantados, 
Figura 35. Xenotrasplante de leucemias primarias de pacientes de T-ALL transducidas 
con SFRP1. (A) Representación esquemática del modelo de xenotrasplante. Las células 
leucémicas primarias fueron inyectadas en el seno retro-orbital de ratones inmunodeficientes 
previamente irradiados. Análisis por citometría de flujo de la eficiencia de transducción de las 
leucemias antes de la separación celular (B, D) y después de la separación celular (C, E) 
infectadas con el vector codificante para SFRP1  y GFP o el control sólo con GFP.  
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observándose una infiltración tumoral de las células leucémicas independiente de la 
expresión de SFRP1 (Figura 36B y C). Estos datos sugieren que las concentraciones 
de SFRP1 producidas a nivel sistémico en los animales trasplantados no son eficientes 
para inhibir la activación de NOTCH1 dependiente de las ADAM in vivo. 
 
 
  
 Para comprobar esta posibilidad, analizamos la activación de NOTCH1 en las  
células procedentes del bazo de los ratones trasplantados con las leucemias PDTALL19 
y PDTALL26 SFRP1 y control mediante Western Blot, y confirmamos que ninguna de las 
dos leucemias transducidas con SFRP1 presentaba una inhibición en los niveles de 
activación de NOTCH1 (ICN1) ni de expresión de su diana C-MYC respecto a las 
leucemias control (Figura 37). Estos datos indican que la producción autocrina de 
SFRP1 en las leucemias primarias T-ALL analizadas no es suficiente para inhibir la 
activación de NOTCH1 in vivo ni para bloquear la expansión tumoral en el modelo de 
xenotrasplante utilizado. 
 
 
 
Figura 36. La sobre-expresión 
de SFRP1 no impide la 
expansión in vivo de leucemias 
primarias T-ALL en ratones 
NSG. (A) Curva de Kaplan-Meier 
que representa la supervivencia de 
los ratones trasplantados con 
células leucémicas transducidas 
con SFRP1 y GFP o sólo GFP. 
Porcentaje (B) y número absoluto 
(C) de células GFP+ presentes en 
MO, bazo, hígado y cerebro de los 
ratones trasplantados en A, a 6 y 7 
semanas post-trasplante. Los 
números representan el porcentaje 
referido al total de células en cada 
órgano. Las barras representan la 
media ± SEM de al menos dos 
ratones por grupo. 
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 Aunque los resultados derivados de los estudios de xenotrasplante de T-ALL 
primarias sugieren un efecto terapéutico limitado de SFRP1, nuestros resultados in vitro 
indican que SFRP1 puede actuar como supresor tumoral, inhibiendo la vía de 
señalización de NOTCH1 así como la progresión tumoral in vitro e in vivo en líneas 
celulares T-ALL con mutaciones en el dominio HD de NOTCH1. Por tanto, nuestros 
estudios son compatibles con una posible función terapéutica de SFRP1 en el 
tratamiento de leucemias T-ALL dependientes de NOTCH1. La confirmación de esta 
posibilidad, requiere estudios adicionales más exhaustivos que permitan implementar 
estrategias eficientes para potenciar su función in vivo. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. La producción autocrina de SFRP1 no es capaz de bloquear la 
activación de NOTCH1 en leucemias T-ALL in vivo. (A, C) Análisis mediante 
Western Blot de la forma activa de NOTCH1 y de C-MYC en las leucemias 
primarias PDTALL19 y PDTALL26. Las células utilizadas provienen del bazo de 
ratones trasplantados con células que expresan SFRP1 y GFP o sólo GFP, 
obtenidas a 5 semanas post-trasplante. Se indica el peso molecular en Kilodaltons 
(KDa). (B, D) Cuantificación de la proteína de A y C con respecto a TUBULINA de 
las leucemias PDTALL19 y PDTALL26 respectivamente. 
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3. Caracterización de las mutaciones y de la regulación epigenética de 
SFRP1 en la T-ALL. 
 
 La supresión o disminución de la expresión de SFRP1 parece tener un papel 
fundamental en la generación de diversos tipos de tumores, como es el caso del cáncer 
de mama, gástrico y cervical. La pérdida de expresión de SFRP1 puede deberse a la 
deleción de la región cromosómica 8p12-p11.1, o a su silenciamiento epigenético, 
siendo este último el mecanismo más común en los cánceres hematológicos como el 
mieloma múltiple, la leucemia linfocítica crónica y la leucemia mieloide aguda (revisado 
en (Esteve y Bovolenta, 2010), sin haberse descrito esta asociación en T-ALL. 
 
 Nuestros datos sugieren que SFRP1 puede ser un factor anti-oncogénico en T-
ALL debido a su potencial para inhibir la vía de NOTCH1, tanto en líneas celulares como 
en leucemias primarias T-ALL, así como por su capacidad de impedir la progresión 
tumoral de líneas celulares T-ALL in vivo. Por tanto, es posible que SFRP1 pueda estar 
también involucrado en la generación de este tipo de leucemias, sobre todo si 
consideramos que su ausencia durante el desarrollo temprano de los linfocitos T 
provoca una expansión selectiva de los progenitores intratímicos en momentos 
fundamentales de su desarrollo. Por tanto, el siguiente objetivo que nos planteamos fue 
estudiar si SFRP1 podría tener un impacto en la patogénesis de la T-ALL y, en concreto, 
si podría estar desregulado en este tipo de leucemias. Para analizar esta posibilidad, se 
estableció una colaboración con el Dr. Adolfo Ferrando con el fin de investigar la posible 
presencia de mutaciones en SFRP1 en una cohorte de leucemias primarias de 
pacientes diagnosticados de T-ALL.  
 
3.1. Identificación de mutaciones en el gen SFRP1 en leucemias primarias de 
pacientes diagnosticados de T-ALL. 
 
 La incidencia de mutaciones en el gen SFRP1 en T-ALL se analizó en una 
cohorte de 23 muestras primarias de pacientes diagnosticados de T-ALL mediante Next 
generation sequencing del ADN correspondiente a los exones codificantes del factor 
SFRP1. Este análisis permitió identificar una mutación en el gen SFRP1 en un único 
paciente de T-ALL (Tabla 7), por lo que concluimos que la frecuencia de mutaciones 
genómicas en SFRP1 en T-ALL es muy baja (4%). 
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3.2. Identificación de modificaciones epigenéticas en SFRP1 en leucemias T-ALL 
primarias humanas. 
 
 Considerando que el mecanismo más común de disminución de la expresión de 
SFRP1 observada en los cánceres hematológicos es mediante su silenciamiento 
epigenético, realizamos un estudio de las modificaciones epigenéticas en el gen SFRP1 
en la misma cohorte de 23 muestras primarias de pacientes. Como control de 
metilación, estas leucemias se compararon con 10 muestras de células T normales. Los 
datos obtenidos, comparando ambos grupos de muestras, mostraron que existen quince 
regiones significativamente hipermetiladas en el gen SFRP1 en las muestras primarias 
de leucemias T-ALL (Figura 38) que, por tanto, determinan el silenciamiento del gen 
SFRP1. 
 
 Como conclusión, nuestros datos indican que la pérdida de la expresión de 
SFRP1 en momentos tempranos del desarrollo de los linfocitos T, puede contribuir a la 
generación de la T-ALL como consecuencia de la desregulación de la vía de NOTCH1. 
Además, en momentos más avanzados de la enfermedad, la ausencia de SFRP1 puede 
promover la progresión y expansión tumoral debido a su contribución en el 
mantenimiento de la activación constitutiva de la vía de NOTCH1. Por tanto, SFRP1 
constituye una prometedora diana terapéutica para el tratamiento de la T-ALL 
dependiente de NOTCH1. 
 
 
 
 
 
 
Tabla 7. Mutaciones en el gen SFRP1 en leucemias primarias de pacientes 
diagnosticados de T-ALL. Mutación encontrada en un único paciente tras analizar 
mediante Next generation sequencing una cohorte de 23 leucemias primarias T-ALL. 
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Figura 38. Regulación epigenética del gen SFRP1 en leucemias primarias de pacientes 
diagnosticados de T-ALL. (A) Tabla con las coordenadas de las regiones significativamente 
hipermetiladas encontradas en una cohorte de 23 leucemias primarias de pacientes de T-ALL 
comparadas con la metilación presente en 10 muestras de células T normales. Se muestra la 
significación estadística de cada región (B) Representación de las 15 regiones 
significativamente hipermetiladas mostradas en A.  
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 Diversos estudios han señalado la implicación de Notch1 durante el proceso de 
diferenciación de los linfocitos T, siendo necesario para la especificación de linaje T en 
los progenitores hematopoyéticos con potencial linfomieloide que llegan al timo (De 
Smedt et al., 2002; Garcia-Peydro et al., 2006; Pui et al., 1999; Radtke et al., 1999), el 
proceso de selección-β (Maillard et al., 2006) y la proliferación y supervivencia 
dependiente del IL-7R durante los primeros estadios de diferenciación (Peschon et al., 
1994; Plum et al., 1996). Por otro lado, la activación constitutiva de Notch1 es crucial en 
la fisiopatología de una gran proporción de leucemias T-ALL, promoviendo la 
proliferación y supervivencia de las células leucémicas (Palomero et al., 2006b; Weng, 
2004). En este trabajo demostramos que Sfrp1 es capaz de regular Notch1 tanto en 
situaciones fisiológicas como patológicas, aportando un nuevo mecanismo regulador de 
la activación de Notch1 en células T. Este nuevo mecanismo de regulación, junto con las 
funciones previamente descritas de Notch1 durante el desarrollo de los linfocitos T y en 
la fisiopatología de la T-ALL, aporta una información crucial para comprender aún mejor 
la regulación de la vía de Notch1 en estos sistemas. 
 
1. Función de Sfrp1 durante desarrollo fisiológico de los linfocitos T de 
ratón. 
 
 Durante el proceso de diferenciación T se produce la migración de los timocitos 
DN desde la CMJ hacia la SCZ, proceso durante el cual las células van diferenciándose 
hasta llegar a la SCZ, región donde tiene lugar la selección-β de los timocitos en el 
estadio DN3. Una vez superada la selección-β, los timocitos DN4 y posteriormente, DP, 
migran a través de la corteza y la CMJ hasta la médula, región en la que las células SP 
serán seleccionadas para formar el repertorio de células T maduras que migran a la 
periferia (Ciofani and Zúñiga-Pflücker, 2007). Los resultados obtenidos en este trabajo 
indican que en el timo embrionario de ratón (E15,5), cuando las diferentes regiones 
intratímicas no se encuentran totalmente definidas y prácticamente la totalidad de las 
células T que residen en él son DN, la expresión de Sfrp1 es homogénea. Asimismo, el 
patrón de expresión de Hes1, diana transcripcional de Notch1, es similar en este estadio 
embrionario, sugiriendo que Sfrp1 podría regular la activación de la vía de Notch1 
durante los estadios DN de la diferenciación T, en los cuales, especialmente en DN2 y 
DN3, la expresión de Notch1 es mayor (Taghon et al., 2006; Yashiro-Ohtani et al., 
2014). 
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  Por otro lado, en timos neonatales en los que las regiones intratímicas ya se 
encuentran totalmente definidas, observamos un gradiente de expresión de Sfrp1 desde 
la SCZ hacia la médula, coincidiendo con la localización de las poblaciones DN en esta 
región (Ciofani and Zúñiga-Pflücker, 2007). Este gradiente de expresión de Sfrp1 parece 
ser esencial para regular los niveles de activación de Notch1, debido a que en ausencia 
de Sfrp1 existe un aumento en la expresión de la diana de Notch1, Hes1, principalmente 
en la SCZ. En este escenario, podríamos concluir que Sfrp1 es capaz de modular la 
activación de Notch1 en el timo de ratón, pudiendo influir en el proceso madurativo de 
los linfocitos T, especialmente en las poblaciones DN. 
  
 La regulación de la expresión de Notch1 durante el proceso de diferenciación T 
se produce de manera estadio-específico. Su expresión incrementa de forma progresiva 
desde los progenitores más tempranos hasta la selección-β (Ciofani et al., 2006), tras la 
cual los niveles de Notch1 disminuyen drásticamente (Taghon et al., 2006; Yashiro-
Ohtani et al., 2009). Nuestro estudio de las poblaciones DN presentes en embriones de 
E15,5 demuestra que en ausencia de Sfrp1 se produce un incremento en el número de 
células totales en momentos tempranos del desarrollo, que afecta a las poblaciones DN 
y a la población CD8ISP. La expansión de las poblaciones DN además del incremento 
de Hes1 en la SCZ en los ratones Sfrp1-/-, sugiere que Sfrp1 pueda ejercer una función 
selectiva durante el proceso de selección-β, que ocurre durante la transición DN3-DN4, 
e induce la supervivencia de los timocitos DN3 seleccionados de forma dependiente de 
Notch1 (Maillard et al., 2006). Asimismo, nuestro estudio demuestra que el proceso de 
selección-β se encuentra ligeramente afectado en ausencia de Sfrp1, debido a que se 
produce un incremento selectivo en la proporción de la población DN3b. No obstante, 
ambas poblaciones, DN3a y DN3b, se expanden por igual en términos absolutos, 
indicando que la ausencia de Sfrp1 también induce la expansión de las poblaciones 
previas al proceso de selección-β. 
 
 La función estadio-específica del IL-7R se lleva a cabo mediante la regulación 
dinámica de su expresión, que ocurre de manera similar a la regulación de Notch1, dado 
que la cadena alfa del IL-7R es una diana transcripcional directa de la vía de Notch1, 
tanto en humanos (González-García et al., 2009) como en ratón (Mosquera et al., en 
preparación). Esta regulación dinámica del IL-7R permite la optimización de la respuesta 
frente a las cantidades limitantes de IL-7 presentes en el timo. Además, la señalización 
a través del IL-7R es crítica durante los estadios DN2 y DN3, induciendo la proliferación 
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y supervivencia de estas poblaciones (Peschon et al., 1994; Plum et al., 1996). Nuestros 
datos muestran que la ausencia de Sfrp1 regula la expresión del IL7R, probablemente 
por la modulación de la activación de Notch1, traduciéndose en la expansión de las 
poblaciones DN en E15,5. Igualmente, tanto el número de células totales como la 
expresión del IL-7R se encuentran aumentadas en la población CD8ISP en ausencia de 
Sfrp1, población en la cual la expresión del IL-7R y de Notch1 son prácticamente 
inexistentes en condiciones normales (Yu et al., 2004). De hecho, los mecanismos por 
los cuales disminuye la activación de la vía de Notch1 después de la selección-β no 
están claros, debido a que la cantidad de receptor que se encuentra en la membrana 
celular sigue siendo  alta desde el estadio DN3 hasta el estadio CD8ISP, bajando 
únicamente en las células DP (Fiorini et al., 2009). Esto implica la existencia de 
mecanismos que regulen de forma negativa la activación de Notch1 en la membrana 
celular o a nivel de sus genes diana, pudiendo estar regulado por Sfrp1 en la población 
CD8ISP, debido a que en su ausencia observamos un aumento tanto en los números 
totales de la población como en la expresión del IL-7R.  
 
 Sin embargo, nuestro estudio no demuestra de forma directa que el incremento 
de la expresión del IL-7R sea responsable del incremento observado en la proliferación, 
debido a que todas las poblaciones presentes en el timo embrionario a E15,5 
presentaban tasas de proliferación normales. No obstante, se ha descrito que la 
producción de IL-7 en el timo también se encuentra regulada durante la ontogenia. En el 
timo en desarrollo, la producción de IL-7 comienza en E12, con un pico de máxima 
producción a E15 y una bajada de la producción durante los siguientes cinco días 
(Moore et al., 1993; Wiles et al., 1992). Estas observaciones concuerdan con el 
incremento observado en los números de células totales que han incorporado BrdU, 
presentes en todas las subpoblaciones del timo de los ratones Sfrp1-/-, pudiendo 
coincidir la expansión celular con el pico de máxima producción de IL-7 (E15). Por tanto, 
los estudios de proliferación sugieren que la expansión observada en las poblaciones 
intratímicas se produjo en momentos del desarrollo anteriores a E15,5, cuando los 
niveles de IL-7 endógena son máximos. Por otro lado, no podemos descartar la 
influencia de la vía Wnt en esta expansión, estudios realizados en ratones deficientes en 
Wnt1 y Wnt4 así como con el inhibidor de la vía de Wnt Dkk1, demostraron que la 
señalización a través de Wnt es necesaria para la proliferación de las poblaciones DN 
(Mulroy et al., 2002; Weerkamp et al., 2006), por tanto, la ausencia de Sfrp1 podría 
promover un aumento en la expansión de estas poblaciones. 
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 El efecto de la ausencia de Sfrp1 en etapas posteriores de la diferenciación T 
(E16,5) es el opuesto, presentando un impedimento de la expansión celular asociada a 
la aparición de la población DP (Xiao et al., 2003). En concreto, la transición CD8ISP-DP 
se encuentra especialmente afectada durante la progresión de E15,5 a E16,5, 
encontrando una expansión celular de 100 veces en los timos wt frente a 2 veces en los 
timos mutantes. Este defecto en la expansión celular parece estar asociado al aumento 
en la apoptosis de todas las poblaciones presentes a E15,5, indicando que Sfrp1 podría 
regular el proceso de apoptosis durante la diferenciación de los linfocitos T de ratón. 
Asimismo, se ha demostrado que los niveles de IL-7R deben de estar regulados de 
manera crítica durante los distintos estadios de diferenciación. Ratones transgénicos 
que sobre-expresan IL-7Rα bajo el promotor de CD2 humano y, por tanto, muestran una 
expresión del transgen específica en células T, presentan una hipoplasia tímica y una 
reducción del número total de timocitos debido al aumento de la apoptosis por la 
competición entre los timocitos DN y DP por las cantidades limitantes de IL-7 presentes 
en el timo (Munitic et al., 2004). De forma similar, las poblaciones presentes en los 
ratones Sfrp1-/- que poseen un aumento del IL-7R en membrana, presentan un 
incremento en la apoptosis a E15,5. Este aumento en la apoptosis podría deberse a la 
cantidad limitante de IL-7 en el timo, provocando, de la misma forma que en los ratones 
transgénicos, una competición entre las distintas sub-poblaciones DN y la población 
CD8ISP. Además, a pesar de que Sfrp1 es capaz de modular la vía de Wnt, los efectos 
observados a E16,5 no pueden atribuirse a una modulación de esta vía. Se ha descrito 
que la inhibición de la vía de Wnt  genera un bloqueo completo de la diferenciación T en 
el estadio CD8ISP (Okamura et al., 1998; Pongracz et al., 2006) y una disminución en la 
supervivencia de los timocitos DP (Hossain et al., 2008; Xie et al., 2005), esperando el 
efecto contrario en ausencia de Sfrp1. Por tanto, el aumento de la apoptosis celular a 
E15,5 y el impedimento de la expansión de la población CD8ISP a E16,5, induce un 
bloqueo parcial del programa de diferenciación T en el tránsito hacia el estadio DP. Esta 
desregulación de las poblaciones más tempranas, se traduce en una deficiencia en la 
expansión de la población DP y en la generación de timocitos maduros SP en momentos 
tempranos del desarrollo y de la vida postnatal de los ratones Sfrp1-/-.  
 
 Por otro lado, debido a que a E16,5 los niveles de expresión del IL-7R son 
normales, no podemos descartar que estén actuando mecanismos que permiten 
maximizar la disponibilidad de IL-7 por las células T para garantizar así homeostasis de 
los timocitos, es la llamada “hipótesis altruista” del consumo de la IL-7 (Mazzucchelli and 
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Durum, 2007). Esta hipótesis plantea la posibilidad de que dichos mecanismos limitan la 
expresión del IL-7Rα en la superficie de las células T tras su estimulación con IL-7 
mediante la supresión de la transcripción del Il7rα (Park et al., 2004) y la endocitosis del 
IL-7Rα (Henriques et al., 2010). De acuerdo con esta hipótesis, planteamos que la 
ausencia de Sfrp1 aumenta la activación de Notch1 y por consiguiente la expresión del 
IL-7R, receptor que tras el pico de estimulación de IL-7 a E15 se produce la supresión 
de su transcripción y la endocitosis del IL-7Rα, volviendo a los niveles normales de 
expresión del IL-7R a E16,5.  
 
 Los datos obtenidos en este estudio revelan que en los ratones Sfrp1-/- se 
produce un sucesivo agotamiento de los progenitores más inmaduros DN1, que resulta 
evidente en momentos postnatales más tardíos. Asimismo, se ha descrito que la 
población de progenitores DN1 es necesario que se divida varias veces antes de 
progresar al siguiente estadio madurativo (Manesso et al., 2013); por tanto, la ausencia 
de Sfrp1 durante los primeros momentos de la diferenciación T (E15,5) podría acelerar 
este proceso, contribuyendo al incremento en los números de los siguientes estadios 
madurativos y manteniendo normales los números de la población DN1. Por otro lado, el 
agotamiento de la población DN1 observado en momentos posteriores de la 
diferenciación T probablemente se deba a la gran proliferación observada durante los 
primeros estadios embrionarios y a su maduración continuada para reponer el 
compartimento de células DP y SP, que finalmente alcanzan números normales en los 
ratones adultos. Se ha descrito que la expresión de Sfrp1 incrementa la proliferación de 
las HSCs, además de promover su diferenciación y disminuir su capacidad de 
repoblación al ser trasplantadas en un nuevo hospedador (Nakajima et al., 2009; 
Renström et al., 2009). Por tanto, la deficiencia de Sfrp1 podría disminuir la capacidad 
proliferativa de los progenitores intratímicos más tempranos y además aumentar su 
capacidad de repoblación hasta alcanzar los niveles de células normales durante la 
etapa post-natal, a expensas de su agotamiento.  
 
 En resumen, proponemos que, Sfrp1 contribuye a regular los niveles de Notch1 
durante los primeros estadios de la diferenciación T y por tanto, a regular sus genes 
diana, como el IL-7R y como consecuencia los procesos en los que están implicados 
como la proliferación dependiente de IL-7 (Figura 39). Por otro lado, no parece que 
Sfrp1 desempeñe una función esencial en etapas tardías de la diferenciación intratímica 
que determinan la generación de los timocitos TCRαβ a partir de timocitos pre-T, ni en 
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los posteriores procesos de selección positiva y negativa que acontecen en el timo, 
debido principalmente a que estas poblaciones no expresan el receptor Notch1 en la 
membrana celular (Fiorini et al., 2009).  
 
2. Regulación de NOTCH1 por SFRP1 y su implicación en la patogénesis de 
la leucemia T linfoblástica aguda. 
 
 Nuestro hallazgo sobre la regulación de Notch1 por Sfrp1 en el desarrollo 
intratímico sugirió que esta función podría tener relevancia patológica en el contexto de 
la generación y/o expansión de la leucemia T-ALL. Para estudiar esta posibilidad, 
quisimos analizar si la T-ALL dependiente de mutaciones activadoras de NOTCH1, 
podría ser objeto de un mecanismo de regulación similar por SFRP1. Este es un aspecto 
de relevancia clínica, ya que más del 60% de las T-ALL presentan mutaciones 
activadoras en NOTCH1, siendo las más frecuentes aquellas que confieren 
independencia o hipersensibilidad a la unión de ligando, como las que se localizan en el 
dominio HD (Weng, 2004). Desde su descubrimiento, ha existido un interés creciente en 
el desarrollo de terapias anti-NOTCH1, que se han centrado sobre todo en inhibir el 
complejo γ-secretasa mediante la utilización de GSI (Palomero et al., 2006b; Weng, 
2004). Los resultados del presente estudio permiten extender las posibles terapias 
inhibidoras a otro complejo enzimático esencial en el procesamiento y la activación de 
los receptores NOTCH. Como se ha demostrado en otros sistemas (Esteve et al., 2011; 
Oldefest et al., 2015), SFRP1 modula negativamente la activación de NOTCH1 en 
leucemias T-ALL con mutaciones en el dominio HD, impidiendo el corte proteolítico 
mediado por las metaloproteasas ADAM. Estudios previos han mostrado que el dominio 
Figura 39. Función de Sfrp1 durante el desarrollo de los linfocitos T en el timo. 
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CRD de SFRP1 es suficiente para ejercer su función inhibitoria sobre la vía de Wnt (Bhat 
et al., 2007). Sin embargo, nuestros datos indican que la modulación ejercida sobre la 
vía de NOTCH1 requiere la participación de la molécula SFRP1 completa. La estructura 
que poseen las ADAMs encargadas de activar la vía de NOTCH1 (ADAM10 y ADAM17) 
comprende los dominios catalítico y desintegrina, junto a los cuales se sitúa un dominio 
rico en cisteínas, cuya función se cree que es la de mediar la interacción con otras 
moléculas (Edwards et al., 2008). Un modelo hipotético de actuación sería que la unión 
entre los dominios ricos en cisteínas de SFRP1 y ADAM fuera responsable de la 
interacción SFRP1-ADAM, lo que acercaría el dominio NTR de SFRP1 al sitio catalítico 
de ADAM, impidiendo de esta forma la actividad metaloproteasa. En el caso de que la 
proteína SFRP1 se encontrara fragmentada, el dominio CRD continuaría uniéndose al 
dominio rico en cisteínas de ADAM, siendo incapaz de modular la actividad 
metaloproteasa al carecer del dominio NTR, generando de esta manera una competición 
entre el fragmento CRD de SFRP1 con la proteína completa (Esteve et al., 2011).  
 
 Se ha demostrado que tanto ADAM10 como ADAM17 están implicadas en la 
activación de la vía de NOTCH1. ADAM10 sería la principal metaloproteasa implicada 
en el corte proteolítico de NOTCH1 durante el desarrollo de los linfocitos T, ya que los 
ratones deficientes en Adam10 muestran un bloqueo en la diferenciación T similar al que 
ocurre en los ratones Notch1-/- (Tian et al., 2008). Por el contrario, ADAM17 sólo 
desempeñaría esta función en condiciones patológicas como las T-ALL, en las que el 
corte proteolítico mediado por las ADAM se produce en ausencia de ligando (Bozkulak 
and Weinmaster, 2009; Sulis et al., 2011), ya que los ratones deficientes para ADAM17 
no presentan defectos en la diferenciación T (Peschon et al., 1998). No obstante, 
nuestros datos demuestran que en líneas celulares T-ALL con mutaciones en el dominio 
HD de NOTCH1, tanto ADAM10 como ADAM17 participan en la activación de la vía de 
NOTCH1. Aunque el ensayo funcional utilizado, no  distingue entre las diferentes ADAM 
que son inhibidas por SFRP1, nuestros resultados utilizando inhibidores farmacológicos 
sugieren que únicamente ADAM10 es inhibida por SFRP1, o al menos se inhibe más 
eficientemente que la metaloproteasa ADAM17. En consecuencia, Sfrp1 ejercería 
asimismo su efecto inhibitorio sobre Adam10 en el timo, siendo esta metaloproteasa la 
implicada en modular la activación de Notch1 durante el desarrollo de los linfocitos T.  
 
 La función de SFRP1 como inhibidor de ADAM10 en T-ALL es especialmente 
relevante considerando que diversas ADAM se sobre-expresan en tumores malignos 
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(Murphy, 2008) y participan en la patología de los cánceres. Las ADAM  facilitan el 
crecimiento celular y la invasión, gracias a su papel regulador de diversos factores de 
crecimiento e integrinas, que a su vez regulan la interacción del tumor con su 
microambiente tumoral. Por ejemplo, la sobre-expresión de SFRP1 impide el proceso de 
metástasis en el cáncer de pulmón, induciendo cambios en los componentes de la 
matriz extracelular (Matsuda et al., 2009). Además, es conocido que SFRP1 modula la 
señalización de la vía de Wnt-β-catenina implicada en un amplio rango de tumores. En 
este escenario, es esperable que SFRP1, aunque no se ha confirmado para otros 
miembros de la familia, tenga una reconocida función como factor supresor de tumores, 
mientras que la pérdida de expresión de SFRP1, principalmente por hipermetilación, sea 
un factor recurrente en diversos cánceres (Vincent and Postovit, 2017). Por tanto, el 
tratamiento con SFRP1  se vislumbra como una posible estrategia de intervención 
terapéutica en diferentes tipos tumorales, incluyendo las T-ALL. Nuestros resultados en 
líneas celulares T-ALL con mutaciones en el dominio HD de NOTCH1 demuestran que 
la producción autocrina de SFRP1 reduce la activación de NOTCH1 y la expresión de 
sus genes diana, lo que se acompaña de una reducción tanto de la proliferación in vitro 
como de la progresión tumoral in vivo. La inhibición de NOTCH1 por GSI en líneas 
celulares T-ALL induce asimismo una parada en la fase G1 del ciclo celular (Palomero et 
al., 2006b; Weng, 2004), y previene la progresión de las leucemias T-ALL primarias in 
vivo, lo que confirma la relevancia de la vía de NOTCH1 en el mantenimiento de la 
actividad iniciadora de leucemia o LIC (del inglés, Leukemia Initiating Cell) y en la auto-
renovación de las células madre cancerosas o CSCs (del inglés, Cancer Stem Cells) de 
la T-ALL (Armstrong et al., 2009; Tatarek et al., 2011). Nuestros resultados utilizando 
líneas celulares indican que la inhibición de NOTCH1 por sobre-expresión de SFRP1 
también previene la progresión tumoral in vivo, lo que confirma la función de SFRP1 
como supresor de tumores en T-ALL y su posible relevancia para el desarrollo de futuras 
estrategias terapéuticas frente a esta patología. No obstante, en nuestro modelo de 
xenotrasplante de leucemias primarias que expresan ectópicamente SFRP1 no hemos 
podido confirmar la inhibición de la progresión leucémica in vivo, lo que sugiere que las 
concentraciones de la proteína producidas localmente no son suficientes para ejercer su 
efecto inhibidor. Por tanto, se requieren estudios adicionales utilizando métodos 
alternativos de administración sistémica, dirigidos a incrementar la eficiencia de la 
función de SFRP1 en el microambiente tumoral, que proporcionen la prueba de 
concepto de la relevancia de SFRP1 como inhibidor de la T-ALL en pacientes. 
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3. Implicación de SFRP1 en la patogénesis de la leucemia T linfoblástica 
aguda. 
 
 En conjunto, nuestros resultados sugieren que la expresión de SFRP1 debe ser 
esencial durante el desarrollo intratímico, para regular los niveles de activación de 
NOTCH1 en los progenitores y, por tanto, controlar la generación de patologías como la 
T-ALL. De hecho, estudios previos han descrito que la pérdida de expresión de SFRP1 
se produce frecuentemente en diferentes tumores, provocando un aumento en la 
proliferación y la expansión de las células tumorales (Matsuda et al., 2009). Sin 
embargo, en nuestros modelo experimental, los ratones deficientes en Sfrp1 no 
generaron T-ALL, u otros tipos de tumor, durante un periodo de observación de un año, 
por lo que es posible que sea necesario el concurso de otras mutaciones en la 
generación tumoral in vivo. Por ello, para explorar de forma directa la contribución de 
SFRP1 a la patogénesis de la T-ALL decidimos analizar la frecuencia de mutaciones, así 
como la regulación por metilación del gen en una cohorte de leucemias T-ALL primarias, 
demostrando que la principal causa de pérdida de la expresión de SFRP1  en T-ALL es 
su silenciamiento epigenético; aunque existe también una baja prevalencia de 
mutaciones (4%). Por tanto, estos datos extienden a la T-ALL la relevancia patogénica 
de SFRP1.  
 
El potencial oncogénico de las mutaciones activadoras localizadas en el dominio 
HD de NOTCH1 identificadas en pacientes con T-ALL, es insuficientes para generar una 
T-ALL cuando se sobre-expresan en progenitores de ratón (Pear et al., 1996). No 
obstante, estas mutaciones dan lugar a una señalización aberrante de NOTCH1, que 
representa un evento pre-leucémico en la patogénesis de la enfermedad; ya que se ha 
demostrado que la población pre-leucémica genera finalmente una población leucémica 
en la que aparecen mutaciones cooperadoras adicionales (Chiang et al., 2008; Eguchi-
Ishimae et al., 2007). La modificación de estas mutaciones para convertirlas en 
mutaciones activadoras fuertes induce directamente la generación de leucemia (Pear et 
al., 1996), lo que demuestra que la fuerza de la señalización vía NOTCH1 es 
determinante para la generación de T-ALL, al menos en ratón. En este contexto, el 
silenciamiento de SFRP1 y, en consecuencia, el mantenimiento de la actividad de la 
metaloproteasa ADAM10, potenciaría la activación de NOTCH1, contribuyendo a la 
generación de T-ALL. Considerando que las mutaciones en el dominio HD de NOTCH1, 
además de expandir la población susceptible de sufrir mutaciones adicionales, inducen 
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la proliferación y supervivencia de las células con actividad LIC de la T-ALL (Chiang et 
al., 2008; Lin et al., 2006), SFRP1 se vislumbra como una prometedora diana 
terapéutica para el tratamiento de este tipo de leucemias. 
 
4. Nuevas perspectivas terapéuticas en el tratamiento de la T-ALL. 
 
 El pronóstico de los pacientes de T-ALL ha mejorado en los últimos años gracias 
al desarrollo de tratamientos de quimioterapia intensiva, con tasas de supervivencia del 
75% en niños y del 50% en adultos (Pui et al., 2008). Sin embargo, la tasa de recaídas 
sigue siendo alta y el pronóstico de estos pacientes grave, por lo que es necesario el 
desarrollo de nuevas terapias que permitan mejorar la supervivencia de los pacientes de 
T-ALL. Desde que en 2004 se describió que más del 60% de las T-ALL poseen 
mutaciones activadoras en el gen NOTCH1 (Weng, 2004), el esfuerzo se ha centrado en 
inhibir esta vía de señalización. Los inhibidores GSI provocan una disminución tanto en 
los niveles de la forma activa ICN1 de NOTCH1 como de sus genes diana, que se 
traduce en una inhibición del ciclo celular y del tamaño de las células tumorales 
(Palomero et al., 2006b; 2006a; Weng, 2004). Estos prometedores resultados 
promovieron el lanzamiento de ensayos clínicos para analizar la efectividad del GSI en 
pacientes. Sin embargo, la gran toxicidad intestinal que genera el GSI ha forzado el 
desarrollo de terapias anti-NOTCH1 alternativas, como el uso de péptidos MAML1 
dominantes negativos o anticuerpos específicos contra NOTCH1 (Weng, 2004; Weng et 
al., 2003; Wu et al., 2010). En este escenario, el desarrollo de modelos preclínicos 
humanos que evalúen la eficacia del tratamiento terapéutico con SFRP1 en ratones 
inmunodeficientes xenotrasplantados con T-ALLs humanas, es una prioridad que 
permitirá desarrollar nuevas . Uno de los posibles efectos adversos de este abordaje 
terapéutico podría ser la respuesta inflamatoria derivada de la inducción de células Th17 
por parte de SFRP1 (Lee et al., 2012). No obstante, el papel de las células Th17 en el 
microambiente tumoral es controvertido, existiendo evidencias del papel anti-tumoral 
ejercido por la respuesta inflamatoria inducida por las células Th17 (Zou and Restifo, 
2010), siendo necesarios estudios adicionales para dilucidar este aspecto. Por tanto, en 
este estudio proponemos que la administración de SFRP1 podría ayudar al tratamiento 
de leucemias T-ALL con mutaciones en el dominio HD de NOTCH1, incrementando la 
eficacia de las terapias combinadas contra este tipo de cáncer.  
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5. Modelo propuesto de la función de Sfrp1 durante el desarrollo T y la 
fisiopatología de la T-ALL. 
 
 En conjunto nuestros resultados permiten proponer un modelo sobre el 
mecanismo de acción de Sfrp1 durante el desarrollo de los linfocitos T en el timo y en el 
proceso de mantenimiento y generación de la T-ALL, que se ilustra en la Figura 40. 
Según este modelo, durante la diferenciación en el timo, Sfrp1 contribuiría al 
mantenimiento de los niveles normales de activación de Notch1, modulando 
negativamente la actividad de la metaloproteasa ADAM10. Sin embargo, en condiciones 
patológicas en las que se produjera la pérdida de la expresión de Sfrp1, los niveles de 
activación de Notch1 se incrementarían en las poblaciones DN presentes en el timo. 
Como consecuencia se induciría la expresión aberrante del IL-7R con niveles de 
receptor superiores a los fisiológicos y la consecuente expansión de estas células 
dependiente de IL-7, incrementando la población de progenitores susceptibles de sufrir 
mutaciones adicionales. En el caso en que el silenciamiento de Sfrp1 se combinara con 
una mutación en el dominio HD de NOTCH1, este efecto pre-leucémico sería aún más 
acusado, aumentando la probabilidad de generación de una leucemia T-ALL.  
 
 Además, en condiciones patológicas, la ausencia de Sfrp1 podría incrementar la 
capacidad de invasión de otros tejidos, a través de la regulación de las metaloproteasas 
ADAM presentes en la matriz extracelular. Por ello, la administración de Sfrp1 como 
tratamiento en T-ALL podría desempeñar un papel dual, disminuyendo la proliferación 
dependiente de Notch1 y la capacidad metastásica mediada por la remodelación de la 
matriz extracelular. 
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Figura 40. Modelo hipotético del papel de Sfrp1 durante la patogénesis y el tratamiento 
de leucemias T-ALL dependientes de Notch1. 
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1. Sfrp1 se expresa en el timo de ratón principalmente en los timocitos situados en la 
SCZ, región en la que se produce la selección-β. 
 
2. La ausencia de Sfrp1 incrementa la expresión de Hes1, una de las principales dianas 
de Notch1, en el timo de ratón, lo que indica que Sfrp1 inhibe la activación de Notch1. 
 
3. La deficiencia de Sfrp1 provoca un aumento del número de progenitores intratímicos 
DN en etapas embrionarias previas al inicio del proceso de selección-β, lo que se 
correlaciona con un incremento en la expresión del IL7-R, una importante diana de 
Notch1.  
 
4. La deficiencia de Sfrp1 induce un incremento en la apoptosis los progenitores DN 
embrionarios, que resulta en una inhibición de su expansión durante la progresión de 
E15,5 a E16,5.  
 
5. Sfrp1 es esencial para la expansión celular que acompaña al proceso de selección-β. 
Su deficiencia provoca una marcada inhibición de la generación de timocitos post-
selección-β CD8ISP y DP que ocurre durante la progresión de E15,5 a E16,5, lo que 
resulta en un bloqueo de la transición DN-DP. 
 
6. La inhibición de la transición DN-DP en los embriones deficientes en Sfrp1 impide la 
generación de timocitos maduros SP en el timo neonatal. Este defecto se compensa 
en la vida adulta, pero se acompaña de una disminución progresiva de los 
progenitores intratímicos más tempranos DN1. 
  
7. SFRP1 inhibe la activación de NOTCH1 en líneas celulares y leucemias primarias 
humanas T-ALL portadoras de mutaciones activadoras en el dominio HD de 
NOTCH1. 
 
8. SFRP1 inhibe la actividad de las metaloproteasas de la familia ADAM (ADAM9, 
ADAM10, ADAM17), por lo que la inhibición de ADAM10/17 puede ser el mecanismo 
responsable de la inactivación de NOTCH1 por SFRP1. 
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9. SFRP1 impide la proliferación in vitro y la progresión in vivo de líneas celulares T-
ALL, por lo que se revela como una posible diana terapéutica para el tratamiento de 
la T-ALL. 
 
10. El gen SFRP1 se encuentra mutado en un 4% de las leucemias T-ALL analizadas. 
Además, se han identificado modificaciones epigenéticas en quince regiones distintas 
de SFRP1 en el 30-70% de las leucemias T-ALL analizadas, lo que confirma la 
implicación de SFRP1 en la patogénesis de la T-ALL.  
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